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A amilorida (AMI) é um natriurético poupador de potássio. Este medicamento é usado para 
tratar hipertensão, insuficiência cardíaca e cirrose hepática. Devido aos seus efeitos diuréticos, 
a AMI é proibida no controle de doping e de interesse da Agência Mundial Antidoping 
(WADA). Nas competições esportivas, os diuréticos são usados principalmente para perda de 
peso, o que é muito importante para algumas práticas de esportes de luta como boxe, caratê, 
judô e outras. Da mesma forma, drogas diuréticas são tomadas intencionalmente por muitos 
atletas para diminuir a concentração na urina de outras drogas ingeridas e mascarar o uso de 
substâncias proibidas pela WADA. Embora existam muitos métodos de análise em amostras 
de urina para controle de dopagem, notadamente por LC-MS e GC-MS, o desenvolvimento de 
métodos de triagem para auxiliar e ampliar o espectro de exames antidoping nos atletas é de 
extremo interesse para aplicação em grandes competições esportivas. Neste contexto, os 
métodos eletroanalíticos são bastante atrativos para uma triagem de drogas proibidas em 
amostras biológicas, apresentando sensores simples, rápidos, portáteis e de baixo custo. 
Embora os métodos eletroanalíticos tenham sido relatados para detecção da AMI em amostras 
farmacêuticas, incluindo o uso de eletrodo de diamante dopado com boro (BDDE), eles não 
foram aplicados em amostras de urina para uma possível aplicação no controle de doping. 
Dessa forma, apresentamos um estudo mais completo do comportamento eletroquímico da 
AMI no BDDE, mostrando, pela primeira vez, um processo de redução desse fármaco para 
sua detecção seletiva e rápida em amostras de urina por meio da voltametria de redissolução 
catódica de onda quadrada (SWCSV). A solução tampão Britton-Robinson (B-R) 0,1 mol L-1 
pH 2,0 foi escolhida como eletrólito de suporte para detecção da AMI, onde três processos de 
oxidação foram apresentados no BDDE em +0,3 V, +1,3 V e +1,5 V (vs Ag/AgCl). Além 
disso, um processo redox em torno de +0,15V e um novo processo de redução em -0,3 V 
foram observados para AMI. Este novo processo de redução foi usado para determinar AMI 
devido à sua maior seletividade, uma vez que essa estratégia analítica permitiu a detecção do 
analito na urina sem interferência dos ácidos ascórbico e úrico. O método proposto apresentou 
um desempenho analítico satisfatório para determinação da AMI, sendo obtida uma ampla 
faixa linear de trabalho entre 0,5 e -1 (r2 = 0,99) com um limite de detecção (0,15 
-1) suficientemente baixo para atender os requisitos exigidos pela WADA em análises 
de diuréticos na urina. Portanto, o método proposto demonstra uma alternativa atraente para a 
determinação de AMI na urina e sua possível aplicação de triagem no controle de doping. 
Palavras-chave: Amostras Biológicas, Diuréticos, Mecanismo Eletroquímico, Métodos        
                          Eletroanalíticos, Testes Antidoping. 
ABSTRACT 
 
Amiloride (AMI) is a potassium-sparing natriuretic. This drug is used to treat hypertension, 
heart failure, and liver cirrhosis. Due to its diuretic effects, AMI is banned in doping control 
and of great interest to the World Anti-Doping Agency (WADA). In sports competitions, 
diuretics are mainly used for weight loss, which is very important for some fighting sports, 
such as boxing, karate, judo, and others. Similarly, diuretic drugs are intentionally taken by 
many athletes to decrease the concentration in the urine of other ingested drugs and to mask 
the use of substances banned by WADA. Although, many analytical methods have been 
reported in urine samples for doping control, mainly, by LC-MS and GC-MS, the 
development of simple and fast screening methods is of great interest to application in major 
sporting competitions, since these preliminary tests can provide a large-scale anti-doping 
analysis in athletes. In this context, electroanalytical methods are very attractive as screening 
tests in doping control, offering also a portable and low-cost analysis. Even though some 
methods have been reported for detection of AMI in pharmaceutical samples, including the 
use of boron doped diamond electrodes (BDDE), these reports have not been applied in urine 
samples for application in doping control. Thereby, we present a complete study of the 
electrochemical behavior of AMI on BDDE, showing, for the first time, a reduction process of 
this drug for its selective detection in urine samples by square wave cathodic stripping 
voltammetry (SWCSV). 0.1 mol L-1 Britton-Robinson (B-R) buffer solution (pH 2.0) was 
chosen as the supporting electrolyte for detection of AMI, where three irreversible oxidation 
processes were presented on BDDE at +0.3 V, +1.3 V and +1.5 V (vs Ag/AgCl). In addition, 
a redox process at around +0.15 V and a new reduction process at -0.3 V were observed for 
AMI. The new reduction process was selected to determine AMI due to its higher selectivity, 
since this analytical strategy allowed the detection of the analyte in urine without interference 
from ascorbic and uric acids. The proposed method provided a good analytical performance 
for AMI determination with a wide linear working range between 0.5 and 55.1 mol L-1 (r2 = 
0.99) and a limit of detection (0 .15 mol L-1), which is sufficiently low, according to WAD, 
to assess urine sample containing diuretic drugs in anti-doping testing. Therefore, the 
proposed method demonstrates an attractive alternative for the determination of AMI in urine 
and its possible screening application in doping control. 
 
Keywords: Anti-Doping Analyses, Diuretic Drugs, Biological Samples, Electroanalytical                 
                 Methods, Electrochemical Mechanism. 
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O homem sempre tentou melhorar seu desempenho físico. Na história, o uso de 
substâncias para aumentar a performance ocorre desde as antigas civilizações. Esse desejo de 
aumentar o próprio rendimento para obter melhores resultados na prática esportiva levou os 
atletas a buscarem alternativas por meio de qualquer método: legal ou ilegal, saudável ou 
prejudicial à saúde . Todavia, as competições 
esportivas são realizadas para testarem as capacidades naturais dos atletas. Todos os tipos de 
esporte nessas competições possuem um conjunto de regras estabelecido para garantir que os 
atletas se desenvolvam e possam competir em um ambiente justo e livre de qualquer ameaça. 
A violação às essas regras é considerada como doping.  
O doping representa uma ameaça ao esporte em todo o mundo, prejudicando o 
princípio da competição aberta e justa , 2018). Além disso, o 
uso de substâncias proibidas durante várias décadas, por muitos atletas profissionais, 
especialmente durantes as competições, não só podem melhorar o desempenho físico dos 
mesmos como pode levar a riscos sérios e prejudiciais à saúde, incluindo a morte (AL 
GHOBAIN et al., 2016). Em 1999, a fim de regular, monitorar e controlar o uso de 
substâncias em todo o mundo, foi criada e estabelecida a WADA (do inglês, World Anti-
doping Agency). A WADA produz uma lista de substâncias proibidas que é atualizada 
anualmente e documenta as substâncias e métodos proibidos de uso dentro e fora das 
competições. Entende-se como métodos proibidos pela WADA (WADA, 2021a): 
I. Manipulação do sangue e componentes sanguíneos, sendo proibidos: 
(a) Administração ou reintrodução no sistema circulatório de qualquer 
quantidade de sangue autólogo, alogênico (homólogo) ou heterólogo, 
ou produtos derivados de células vermelhas do sangue, de qualquer 
origem. 
(b) Aumentar artificialmente a capacidade de captação, transporte ou troca 
tecidual de oxigênio. Incluindo, mas não limitando a: 
perfluoroquímicos; efaproxiral e produtos modificados da 
hemoglobina, por exemplo, substitutos do sangue baseados em 
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hemoglobina e produtos de hemoglobina microencapsulados, 
excluindo a suplementação de oxigênio por inalação. 
(c) Qualquer forma de manipulação intravascular do sangue ou de seus 
componentes por meios físicos ou químicos. 
II. Manipulação química ou física, os seguintes são proibidos: 
(a) Adulterar ou tentar adulterar, alterar a integridade ou validade das 
amostras coletadas durante um controle de doping. Incluindo, mas não 
limitando a: substituição da amostra e/ou adulteração, por exemplo 
adição de proteases à amostra. 
(b) Infusões intravenosas ou injeção de mais de 100ml num período de 
12h, exceto se recebido legitimamente no curso de tratamentos 
hospitalares, procedimentos cirúrgicos ou de diagnóstico. 
III. Doping genético e celular: 
(a) Uso de ácidos nucleicos ou seus análogos, que possam alterar a 
sequência genômica e/ou alterar a expressão genética por qualquer 
mecanismo. Isto inclui, mas não se limita a edição de genes, 
silenciamento de genes ou tecnologias de transferência genética. 
(b) O uso de células normais ou geneticamente modificadas. 
 
Para que uma substância de melhoria de desempenho seja classificada como 
doping e seja incluída na lista de proibidas pela WADA, dois dos três critérios seguintes 
devem ser atendidos:  
(I) a substância aumenta ou tem o potencial de aumentar o desempenho;  
(II) a substância representa um risco real ou potencial para a saúde do atleta e;  
(III) a substância viola o espírito do esporte (AL GHOBAIN et al., 2016; VLAD  
et al., 2018; WORLD-ANTI DOPING AGENCY, 2021b). 
 
Assim, a lista de substâncias proibidas (WADA, 2021a) é parte do Código 
Mundial de Anti-Doping (WADA, 2021b), ambos fornecidos anualmente pela WADA. Os 
grupos de substâncias proibidas mais comumente detectados são agentes anabolizantes e 
estimulantes, as quais dependem da modalidade esportiva (AGUILAR-NAVARRO et al., 
2020), como no: halterofilismo, atletismo, rúgbi, hóquei e voleibol apresentam proporções de 
anabolizantes altas. Ciclismo, atletismo e rúgbi apresentaram proporções atipicamente 
elevadas de hormônios peptídicos e fatores de crescimento. Diuréticos (foco deste trabalho 
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representado por um dos medicamentos desta classe) e agentes mascaradores são mais 
comumente encontrados no boxe, luta livre, taekwondo, judô, tiro e ginástica do que em 
outros esportes.  Ciclismo, remo, esportes aquáticos, tênis, ginástica e hóquei no gelo 
apresentaram proporções anormalmente altas de estimulantes.  
A WADA também estabelece que, de acordo com seu Código, o doping é 
concebido de diferentes maneiras, incluindo diferentes significados específicos, como: 
i. a presença de uma substância proibida ou de seus metabólitos ou marcadores 
na amostra de um atleta; 
ii. a posse, uso ou tentativa de uso de substâncias ou métodos proibidos; 
iii. a recusa ou a omissão, sem justificativa convincente, de submeter-se à coleta 
de amostra;  
iv. a violação dos requisitos aplicáveis com relação à disponibilidade do atleta 
para testes fora da competição;  
v. a adulteração ou tentativa de adulterar qualquer parte do controle de dopagem;  
vi. o tráfico ou tentativa de tráfico de qualquer substância ou método proibido;  
vii. a administração ou tentativa de administração a qualquer atleta de quaisquer 
métodos ou substâncias proibidas, ou a assistência, encorajamento, auxílio, 
cumplicidade, encobrimento ou qualquer outro tipo de cumplicidade 
envolvendo uma violação das regras antidopagem ou qualquer tentativa de 
violação das regras antidopagem 
WADA, 2021b). 
Dessa forma, os testes para controle de doping são extremamente importantes para 
combater o doping no esporte. Nesse sentido, os laboratórios credenciados para realizar os 
exames de antidoping têm um papel importante nas análises destas substâncias proibidas, que 
já estejam incluídas na lista da WADA, bem como na descoberta de novas substâncias. Esses 
laboratórios possuem todos os critérios analíticos e as metodologias recomendadas pela 
WADA para os testes antidoping . Esses testes 
fornecem a identificação, geralmente seguida de quantificação das substâncias proibidas. A 
fim de obter resultados em acordo de laboratórios credenciados pela WADA, níveis mínimos 
de desempenho exigidos para métodos analíticos foram estabelecidos, definindo os requisitos 
mínimos de sensibilidade para a análise das substâncias (WADA, 2019). 
Os testes de doping são realizados em amostras biológicas coletadas de atletas 
tanto dentro como fora de competições. As análises de antidoping de rotina têm como matriz 
biológica de escolha as amostras de urina. Em alguns casos, também são utilizadas matrizes 
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hemáticas (soro, plasma e sangue total). A urina se apresenta vantajosa em relação ao sangue 
por disponibilizar volumes relativamente grandes e a coleta não ser invasiva. Ao contrário, 
nas amostras de sangue a coleta é invasiva e fornece um volume limitado. Dessa forma, a 
maioria das análises antidoping é realizada em urina, onde as investigações sobre a presença 
de um composto proibido são rotineiramente realizadas por meio de um fluxo de trabalho 
comum, iniciando com uma triagem inicial seguida de um procedimento de confirmação 
(PROTTI; MANDRIOLI; MERCOLINI, 2019).  
Os métodos considerados de referência para identificação e confirmação do 
doping são os baseados em espectrometria de massas (MS - do inglês, mass spectrometry) 
acoplada as técnicas cromatográficas como GC-MS (do inglês, gas chromatography with 
mass spectrometry) e LC-MS (do inglês, liquid chromatography with mass spectrometry). No 
que tange aos métodos de triagem usados na identificação preliminar de drogas, esses devem 
ser rápidos, seletivos e sensíveis o suficiente para auxiliar na identificação pelos métodos 
confirmatórios e ampliar o espectro de análise de atletas. Neste sentido, apesar da robustez, 
alta seletividade e sensibilidade obtido pelos métodos baseados em LC-MS e CG-MS, esses 
não são adequados para serem aplicados como métodos de triagem devido à complexidade e 
necessidade de laboratórios de grande porte para utilização dessas técnicas. 
Cabe destacar que, a lista de substâncias proibidas da WADA (WADA, 2021a) 
inclui uma ampla gama de compostos, o que demanda dos laboratórios antidopagem uma 
variedade alta de metodologias analíticas. Além disso, as técnicas de triagem e confirmação 
devem ser continuamente atualizadas, uma vez que novas substâncias são anualmente 
incluídas na lista da WADA. Entre esses desafios analíticos no controle doping, destaca-se o 





Os diuréticos são medicamentos usados para aumentar o fluxo urinário, 
promovendo a excreção de água pelos rins e de eletrólitos (especialmente sódio e íons 
cloreto).  Por apresentar essas propriedades farmacológicas, essas substâncias são 
frequentemente usadas para aliviar a retenção de sal ou água e para o tratamento de diversas 
doenças, como: as cardíacas (ex. hipertensão), hepáticas, renais ou pulmonares (GOEBEL; 
TROUT; KAZLAUSKAS, 2004; MORRA et al., 2006). A família dos diuréticos inclui 
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compostos com estruturas moleculares, propriedades físicas e químicas amplamente 
diferentes. Do ponto de vista farmacológico, além dos diuréticos osmóticos, como manitol e 
sorbitol, quatro grupos de diferentes drogas que atuam no rim são classificados em: 
 Inibidores da anidrase carbônica, bloqueando a reabsorção de HCO3- do túbulo 
  próximal (por exemplo, acetazolamida); 
 Tiazidas, inibindo o co-transporte Na+/Cl- no túbulo distal (por exemplo, 
hidroclorotiazida); 
 Diuréticos da alça, caracterizados pelo rápido início da inibição do co-
transporte Na+/ K+ /2Cl- na alça de Henle (por exemplo, furosemida); 
 Diuréticos poupadores de potássio, inibindo a reabsorção ativa de sódio na 
  porção final do túbulo distal e na parte proximal do ducto coletor (por exemplo, 
  amilorida) (CADWALLADER et al., 2010; DE WILDE et al., 2018; MORRA    
     et al., 2006). 
 
Qualquer que seja a classificação dos diuréticos, quase todos são proibidos nos 
esportes e uso dessas substâncias é considerado doping devido aos seus efeitos no organismo 
humano. Os diuréticos podem ser usados indevidamente por três principais motivos: 
 forçar a diurese e conseguir uma rápida perda de peso antes da competição, em 
  esportes envolvendo categorias de peso (por exemplo, judô); 
 aliviar a retenção de água induzida pela ingestão de esteróides anabólicos 
  androgênicos (por exemplo, fisiculturistas); 
 mascarar o uso de outros agentes dopantes, alterando seu mecanismo de  
  excreção, principalmente reduzindo sua concentração na urina.  
 
Este último efeito dos diuréticos pode ser obtido diretamente pelo aumento do 
volume urinário ou, indiretamente, pela alteração do pH urinário, reduzindo assim a excreção 
urinária de agentes dopantes ácidos/básicos. Portanto, justifica-se a proibição do uso de 
diuréticos nas competições esportivas, sendo essas substâncias listadas como proibidas pela 
WADA (CADWALLADER et al., 2010; DE WILDE et al., 2018; GOEBEL; TROUT; 
KAZLAUSKAS, 2004; MORRA et al., 2006; WADA, 2021a). Conforme mencionado 
anteriormente, a WADA estabelece os critérios analíticos para determinação dessas 
substâncias proibidas, sendo um dos mais importantes a capacidade mínima de detecção para 
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os métodos de análises chamados de Limites Mínimos de Desempenho Exigidos (MRPL, do 
inglês Minimum Required Performance Levels) (WADA, 2019).  
O MRLP para cada analito na classe dos diuréticos é de 200 ng/ml (MORRA et 
al., 2006; WADA, 2019). Esses valores do MRLP (200 ng/ml) são, em geral, alcançados 
pelos métodos convencionalmente usados para a detecção de diuréticos, que são baseados nas 
técnicas cromatográficas com detecção espectrométricas, principalmente, LC/MS e GC/MS 
(CADWALLADER et al., 2010; DE WILDE et al., 2018; MORRA et al., 2006). Nesse 
contexto, apesar da alta sensibilidade, seletividade e robustez, esses métodos são complexos e 
requerem grande infraestrutura e tempo para realização das análises antidoping. A 
complexidade e morosidade no controle de doping apresentam problemas, principalmente, no 
caso de grandes eventos esportivos internacionais, como nos Jogos Olímpicos, onde os 
relatórios dos testes devem ser transmitidos às autoridades esportivas em até 24 horas após a 
recepção das amostras de urina (MORRA et al., 2006). Assim, o desenvolvimento de métodos 
alternativos e mais rápidos que possam auxiliar as análises antidoping é de grande interesse 
para o controle de doping (MORRA et al., 2006), como no caso de diuréticos. Neste contexto, 





A AMI (3,5-diamino-N-carbamimidoil-6-cloropirazina-2-carboxamida), cuja 
estrutura é apresentada na Figura 1, é um diurético da classe dos poupadores de potássio. Essa 
substância inibe a reabsorção de sódio por meio dos canais epiteliais de sódio nos túbulos 
contorcidos distais e nos ductos coletores do rim. É uma base fraca com um pKa de 8,7 e peso 
molecular de 229,627 g/mol.  Apresenta-se como um pó de coloração amarelo-claro ou 
amarelo-esverdeado, pouco solúvel em água, em isopropanol e álcool etílico absoluto, mas 
facilmente solúvel em dimetilsulfóxido (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Na prática 
médica, a AMI é indicada em estados edematosos e para a conservação de potássio adjuvante 
à tiazida ou diuréticos de alça para tratamento da hipertensão, insuficiência cardíaca 








Figura 1 - Estrutura química da AMI. 
 
 
A farmacocinética indica que a AMI é absorvida pelo trato gastrointestinal de 
forma incompleta e tem uma biodisponibilidade oral em torno de 50%.  Após a administração, 
o início da atividade diurética geralmente ocorre em 2 horas. O pico da diurese ocorre dentro 
de 6 10 h. Os efeitos diuréticos persistem por cerca de 24 horas após a administração. A AMI 
não é metabolizada pelo fígado. Cerca de 50% de uma dose oral é excretada de forma 
inalterada pelos rins na urina, aproximadamente 40% são excretados nas fezes. Em pacientes 
com função renal normal, a AMI tem meia-vida sérica de 6 9 h (GOODMAN, 2005; 
PERALTA; FERNÁNDEZ; MASI, 2011; SUN; SEVER, 2020). 
O efeito adverso mais perigoso da AMI é a hipercaliemia devido aos seus efeitos 
poupadores de potássio.  A AMI também é associada a efeitos colaterais nos sistemas nervoso 
central, endócrino, gastrointestinal, músculo-esquelético, dermatológico e hematológico. Os 
efeitos adversos mais comuns incluem náuseas, vômitos, diarreia e dor de cabeça.  O 
tratamento crônico com AMI também pode aumentar as concentrações séricas de ácido úrico 
devido ao aumento da reabsorção no túbulo proximal (SUN; SEVER, 2020). 
A AMI exibe uma faixa terapêutica extremamente baixa (0,5-25 ng ml-1). A faixa 
terapêutica é a medida de concentração plasmática de um fármaco que se encontra entre a 
faixa de efeito terapêutico e a faixa de efeito adverso/tóxico, ou seja, uma leve sobredosagem 
desse medicamento apresenta sérios riscos à saúde do paciente. A dose terapêutica da AMI 
varia de 5 a 20 mg por dia, sendo essa faixa de dosagem suficiente para confirmação do 
doping por um atleta (PERALTA; FERNÁNDEZ; MASI, 2011).  Vale ressaltar que, doses 
baixas de AMI levam à excreção urinária de alto volume, exigindo métodos altamente 
sensíveis para sua detecção em amostras de urina. Os métodos já reportados para detecção de 





1.4 Métodos para determinação da Amilorida 
 
Várias técnicas têm sido relatadas na literatura para determinação de AMI tanto 
em formulações farmacêuticas quanto em amostras biológicas. Entre as metodologias 
analíticas da AMI, destacam-se os métodos de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC 
- do inglês, high performance liquid chromatography) com diversos detectores (AHMED; 
ATIA; MOHAMED, 2011; GOEBEL; TROUT; KAZLAUSKAS, 2004; MOREIRA; 
MOREAU, 2005; SHAH et al., 2017) e os espectroscópicos com diferentes tratamentos das 
amostras (CHEN et al., 2019; DOMÍNGUEZ-VIDAL; ORTEGA-BARRALES; MOLINA-
DÍAZ, 2002; PERALTA; FERNÁNDEZ; MASI, 2010, 2011; TANG et al., 2016). Apesar 
desses métodos apresentarem robustez, alta seletividade e sensibilidade, conforme 
supracitado, pode haver inconvenientes para aplicação dessas metodologias no controle de 
doping, os quais estão relacionados, principalmente, à baixa frequência analítica e 
complexidade para análises de rotina. Além disso, os métodos cromatográficos, em geral, 
utilizam solventes orgânicos nas etapas de extração e/ou separação dos compostos, tornando 
essas análises não ambientalmente amigáveis. Uma alternativa para minimizar esses 
inconvenientes seria a aplicação de métodos de triagem simples e rápidos, diminuindo assim o 
grande número de amostras e, consequentemente, a maior rapidez na confirmação dos casos 
de doping. Neste contexto, os métodos eletroanalíticos têm-se mostrado promissores para 
aplicação no controle de doping (DOS SANTOS; AMIN; COMPTON, 2019; DOS SANTOS; 
COMPTON, 2019; LIMA; DOS SANTOS; COMPTON, 2019) apresentando alta frequência 
analítica, baixa geração de resíduos e uma adequada sensibilidade e seletividade para detecção 
de analitos eletroativos em amostras biológicas. Além disso, os sensores eletroquímicos 
usados não são dispendiosos e apresentam um baixo consumo de amostras, simplicidade e 
portabilidade para aplicação em teste de triagem.  
 As técnicas eletroanalíticas também têm sido reportadas para a determinação de 
AMI em matrizes farmacêuticas e biológicas (ALLAFCHIAN; ENSAFI, 2010; ARIDA; 
MAGHRABI; ZAYED, 2014; DESAI; SRIVASTAVA, 2012; EL-HEFNAWY et al., 2004; 
ENSAFI; ALLAFCHIAN, 2008; HAMMAM, 2004; KHORSHED; KHAIRY; BANKS, 
2019; MARTÍN et al., 1999; MIRMOMTAZ; ENSAFI; SOLEIMANIAN-ZAD, 2009; 
MORAES et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2020; PEREIRA et al., 2016; ZAYED; 
ARIDA, 2013). Nesses métodos eletroanalíticos reportados para a detecção da AMI, 
diferentes eletrodos de trabalho foram utilizados, como: um eletrodo de grafite modificado ds-
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DNA (MIRMOMTAZ; ENSAFI; SOLEIMANIAN-ZAD, 2009); eletrodo de carbono 
impresso (SPE, do inglês, screen-printed electrodes) (KHORSHED; KHAIRY; BANKS, 
2019); eletrodo de carbono vítreo (GCE, do inglês, glassy carbono electrode)  não modificado 
(NASCIMENTO et al., 2020); GCE modificado com filme de nanotubo-nanocompósito de 
Nafion-carbono (DESAI; SRIVASTAVA, 2012), eletrodo de pasta de carbono (ZAYED; 
ARIDA, 2013); eletrodos de gota de mercúrio suspenso (HMDE, do inglês Hanging Mercury 
Drop Electrode) (EL-HEFNAWY et al., 2004; HAMMAM, 2004); e dois trabalhos com 
eletrodo de diamante dopado com boro (BDDE, do inglês Boron-Doped Diamond Electrode) 
(MORAES et al., 2017; PEREIRA et al., 2016). Entre todos esses eletrodos usados para 
detectar a AMI, o BDDE é destacado devido sua alta estabilidade e ampla janela de potencial. 
Um dos trabalhos reportados para determinar AMI, usou o BDDE acoplado ao 
sistema de análise de injeção em batelada com detecção por amperometria de múltiplos pulsos 
(PEREIRA et al., 2016). O outro trabalho utilizou o BDDE com voltametria de onda 
quadrada para detectar a AMI (MORAES et al., 2017). No entanto, nesses dois trabalhos, as 
aplicações das técnicas foram apenas para determinação da AMI em amostras de formulações 
farmacêuticas. Além disso, nessas aplicações, os autores não exploraram toda janela de 
potencial do BDDE, não sendo observado todos processos redox da AMI. Por outro lado, o 
presente trabalho também propõe o uso do BDDE para detectar a AMI, porém investigando 
todo potencial deste sensor associado à voltametria de redissolução catódica de onda quadrada 
(SWCSV- do inglês, square wave cathodic stripping voltammetry) para aplicação de um 
método simples e rápido de triagem em amostras de urina. As próximas seções irão fazer uma 
breve descrição teórica das técnicas utilizadas neste trabalho, bem como do sensor de BDDE. 
 
1.5 Técnicas eletroquímicas 
 
As técnicas eletroquímicas têm o potencial de fornecer informações fundamentais 
sobre as propriedades intrínsecas das substâncias. Estudos de oxidação e redução em vários 
meios, estudos de adsorção em superfícies e de mecanismos de transferência de elétrons, 
exemplificam algumas das suas aplicações (DESAI; SRIVASTAVA, 2012; SOUZA; 
MACHADO; AVACA, 2003). Estas técnicas relacionam os efeitos químicos que ocorrem na 
superfície de um eletrodo com a transferência de elétrons ou carga em uma célula 
eletroquímica. Isso possibilita o estabelecimento de relações diretas entre a concentração do 
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analito e alguma propriedade elétrica, como corrente, potencial, condutividade, resistência ou 
carga (BARD; FAULKNER, 2000; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003; WANG, 2001). 
Essas técnicas apresentam ampla aplicabilidade em diversas áreas de análises 
como medicina, biologia molecular, bioquímica, química ambiental e físico-quimica 
(SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). A expansão dessa aplicabilidade está relacionada às 
inúmeras vantagens apresentadas, como: baixo custo da instrumentação e dos materiais 
utilizados, quando comparados às técnicas cromatográficas e espectroscópicas; simplicidade 
de aplicação; menor tempo de análise; possibilidade de automação e alta sensibilidade e 
seletividade. Além disso, uma grande vantagem apresentada por estas técnicas consiste na 
possibilidade das medidas serem realizadas praticamente direto na amostra, realizando, em 
geral, apenas uma diluição simples, sem a necessidade de etapas de pré-tratamento complexas 
e tediosas da amostra. Outra vantagem importante frente aos métodos espectrofotométricos, é 
possibilidade da análise de materiais coloridos ou amostras contendo partículas sólidas 
dispersas (DESAI; SRIVASTAVA, 2012; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). 
Dentre as técnicas eletroanalíticas, destaca-se a voltametria, onde as informações 
sobre o analito baseiam-se na medida de corrente, resultante de uma reação de oxidação ou 
redução, que é provocada por uma eletrólise aplicando uma diferença de potencial na 
superfície de um eletrodo de trabalho (sensor) em uma célula eletroquímica (BARD; 
FAULKNER, 2000; BRETT; BRETT, 1993; SKOOG et al., 2007). A célula é constituída de 
três eletrodos imersos em uma solução contendo o analito e também um excesso de um 
eletrólito não reativo chamado de eletrólito de suporte. O eletrodo de trabalho, também 
denominado como sensor eletroquímico, é um dos três eletrodos onde o potencial varia 
linearmente com o tempo. Na superfície deste eletrodo é onde ocorre o processo de oxidação 
e/ou redução da espécie eletroativa da solução. O eletrodo de referência tem um potencial que 
permanece constante, sendo responsável por controlar o valor do potencial aplicado ao 
eletrodo de trabalho. O terceiro é um contra-eletrodo, também conhecido como eletrodo 
auxiliar, responsável por fechar o circuito e manter o eletrodo de trabalho no potencial 
aplicado durante as análises. Na célula, a corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo 
auxiliar (SKOOG et al., 2007). As técnicas voltamétricas que foram utilizadas neste trabalho 





1.5.1 Voltametria cíclica 
 
A voltametria cíclica (CV, do inglês Cyclic Voltammetry) é uma técnica 
eletroanalítica importante e amplamente utilizada. Sua principal utilização se dá no sentido de 
gerar informações qualitativas sobre os processos eletroquímicos. Com esta técnica é possível 
avaliar os estudos das reações redox, a detecção de intermediários de reação e a observação e 
acompanhamento de reações envolvendo produtos formados nos eletrodos. A técnica consiste 
de aplicação de potencial em uma direção até atingir um vértice, que em seguida inverte-se a 
varredura na direção contrária, enquanto a corrente é medida em todo momento no eletrodo de 
trabalho. A resposta da corrente que é medida em um eletrodo é excitada na forma de uma 
onda triangular (Figura 2A). A onda triangular produz a varredura no sentido direto e depois 
no sentido inverso. O potencial onde ocorre a reversão é chamado potencial de inversão. A 
varredura para potencias mais positivos é denominada varredura anódica e para potenciais 
mais negativos, que é conhecida como varredura catódica (SKOOG et al., 2007). O gráfico 
gerado por esse sinal de excitação é dado por corrente versus a varredura do potencial, 
chamado de voltamograma, sendo um modelo deste representado na Figura 2B.  
 
Figura 2 - (A) Variação do potencial aplicado com o tempo. Ei = potencial inicial, Ef = potencial final, Emax = 
potencial máximo, Emin = potencial mínimo. A taxa de varredura  = v. (B) Voltamograma representativo 
de processo de oxidação e redução quase-reversível para paracetamol em eletrodo de ouro. Epa= potencial de 
pico anódico, Epc= potencial de pico catódico, Ipa= corrente de pico anódico e Ipc= corrente de pico catódico. 
 
 
Fonte: adaptado de (BRETT; BRETT, 1993; DOS SANTOS et al., 2008). 
 
Durante a varredura da CV, caso o analito possua eletroatividade, reações de 
oxidação e/ou redução irão ocorrer na superfície do eletrodo de trabalho, conforme mostrado 
no voltamograma em pontilhado na Figura 2B. Neste voltamograma é possível observar a 
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formação de um pico de oxidação à medida que o potencial se desloca no sentido anódico 
(valores mais positivos). Da mesma forma, no sentido catódico (valores mais negativos) 
observa-se a formação de um pico de redução. A corrente medida aumenta até atingir uma 
corrente de pico (Ip), tanto para o pico anódico (Ipa), quanto para o catódico (Ipc), depois esta 
cai por esgotamento do analito na superfície do eletrodo de trabalho. As Ip são geradas nos 
seus respetivos potenciais de pico (Ep), anódico (Epa) e catódico (Epc). Cabe ressaltar que são 
registradas duas correntes nos voltamogramas, a corrente capacitiva e a corrente faradaica. A 
primeira está relacionada com uma corrente de carga residual do sistema, resultante do 
carregamento da dupla camada elétrica na interface eletrodo/solução sem a ocorrência de 
qualquer processo de oxidação/redução. A segunda está relacionada com a transferência de 
elétrons resultante dos processos de oxidação e redução na célula eletroquímica (SKOOG et 
al., 2007).  
Analisando a CV é possível obter informações do comportamento eletroquímico e 
outros parâmetros do composto em estudo, bem como realizar a quantificação do analito, uma 
vez que a corrente gerada é proporcional à concentração do analito na célula eletroquímica. 
No entanto, devido à contribuição da corrente capacitiva, a CV não possui grande 
sensibilidade, sendo mais utilizada para análises qualitativas. Todavia, outras técnicas mais 
sensíveis de voltametria são atualmente usadas para determinação e quantificação de 
compostos eletroativos, as quais são abordadas neste trabalho e apresentadas a seguir. 
 
1.5.2 Voltametria de pulso diferencial 
 
A voltamentria de pulso diferencial (DPV, do inglês Differential Pulse 
Voltammetry) consiste de aplicação de pulsos de potencial de igual amplitude p) sobre 
uma varredura em forma de escada s) em intervalos de tempo. As 
medidas de corrente são feita de forma alternada, uma antes da aplicação do pulso (I1), 
corrente capacitiva, e outra imediatamente após o final do pulso (I2), corrente faradaica 
(Figura 3A). A diferença da corrente de pulso é registrada em função do aumento linear da 
voltagem resultando em uma curva diferencial com um pico. A Figura 3B representa o 
voltamograma de pulso diferencial gerado, mostrando um pico de forma gaussiana, onde é 
possível observar que este apresenta melhores definições se comparado aos gerados pela CV. 
A altura do pico é diretamente proporcional à concentração do analito em estudo (BARD; 




Figura 3 - (A) sinal de excitação para DPV e (B) curva diferencial. 
 
Fonte: Adaptado (BRETT; BRETT, 1993). 
 
Esta técnica tem como vantagem maior sensibilidade quando comparado à CV e 
apresenta limites de detecção significativamente menores. Esse fato é devido à melhora na 
obtenção da corrente faradaica, uma vez que após aplicação do pulso de potencial, a corrente 
faradaica decai menos que a corrente capacitiva, gerando uma maior diferença entre as 
correntes medidas (BARD; FAULKNER, 2000; BRETT; BRETT, 1993; SKOOG et al., 
2007). 
 
1.5.3 Voltametria de onda quadrada 
 
A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglês Square Wave Voltammetry) 
consiste na aplicação de uma variação de potencial p) na forma de onda sobreposto a uma 
rampa de potencial na forma de escada de al s) (Figura 4A). As correntes 
elétricas são medidas no final do pulso direto (1- catódico) e reverso (2- anódico), resultando 
em um pico de sinal obtido diferencialmente. O gráfico, ou voltamograma gerado por esse 
sinal de excitação, é dado por corrente versus a varredura do potencial, sendo um modelo 
deste representado na Figura 4B (BARD; FAULKNER, 2000; BRETT; BRETT, 1993; 










Figura 4 - (A) sinal de excitação da SWV e (B) representação esquemática de um voltamograma de onda 
quadrada de um sistema reversível. 
 
Fonte: SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003. 
 
Conforme demonstrado na Figura 4B, nesta técnica é obtido como resposta três 
tipos de curva: a corrente I1, registrada no final do pulso direto (corrente direta), a corrente I2, 
registrada no final do pulso reverso (corrente reversa) (corrente 
resultante) que corresponde à diferença entre essas duas anteriores. A corrente I2 possui sinal 
contrário a I1, logo, a diferença entre as duas correntes resulta, no final, em uma somatória. 
(SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).   
A SWV apresenta as seguintes vantagens em comparação às outras técnicas de 
pulso: elevada sensibilidade, onde há excelente discriminação entre a corrente capacitiva e a 
corrente faradaica; rápido tempo de análise, uma vez que os experimentos podem ser 
executados em alta velocidade de varredura e baixo consumo de espécies eletroativas. Além 
disso, enquanto na DPV um ciclo é caraterizado por um único pulso, na SWV ele é 
caraterizado por dois ciclos, onde a medida da corrente é feita no final do primeiro pulso e no 
final do segundo pulso. Com isso, em processos de oxirredução reversíveis, a SWV se 
apresenta mais sensível, visto que a resultante das correntes é a somatória da corrente direta e 
da reversa levando a um aumento de intensidade de sinal (SKOOG et al., 2007; SOUZA; 
MACHADO; AVACA, 2003). 
 
1.5.4 Voltametria de redissolução  
 
As técnicas de redissolução (do inglês, stripping) consistem em uma etapa de pré 
concentração quantitativa do analito no eletrodo de trabalho seguida de uma etapa de detecção 
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voltamétrica. Inicialmente o analito é depositado na superfície do eletrodo e, após 
determinado tempo de eletrodeposição, aplica-se um procedimento voltamétrico. Nesta 
segunda etapa o analito é retirado ou redissolvido do eletrodo. Como consequência, há maior 
aumento da corrente medida com diminuição significativa dos limites de detecção alcançados 
para estas substâncias, já que a etapa de eletrodeposição concentra o analito e permite a 
determinação de quantidades bastante baixas (SKOOG et al., 2007). 
As principais técnicas que se utilizam de processos de pré-concentração são: 
stripping voltamétrico anódico e stripping voltamétrico catódico. Nos métodos de stripping 
anódico, o eletrodo de trabalho funciona como um cátodo durante a etapa de deposição e 
como um ânodo, na etapa de redissolução, com o analito sendo oxidado de volta à sua forma 
original. Em um método de stripping catódico, o eletrodo funciona como um ânodo durante a 
etapa de deposição e como um cátodo, na de redissolução A pré-concentração pode ser 
realizada por adsorção ou aplicando-se um potencial de deposição.  
Nos métodos de stripping adsortivo (AdSV, do inglês, adsorptive stripping 
voltammetry) ocorre uma adsorção física do analito na superfície do eletrodo de trabalho. 
Após o acúmulo, o material depositado é determinado por medidas voltamétricas e então, 
redissolvido para a solução. Estes métodos são bastante similares aos de stripping anódico e 
catódico e podem também ser associados, ou seja, se uma molécula é adsorvida e seu produto 
gerado é usado para detecção, tem-se uma voltametria de redissolução adsortiva catódica (ou 
anódica).  
O presente trabalho utiliza a técnica de SWCSV onde o analito alvo é pré-
acumulado por eletrodeposição e posteriormente redissolvido para a solução através da 
varredura catódica de onda quadrada. É importante destacar que para o aumento na magnitude 
de corrente e, consequentemente, um ganho de sensibilidade, o potencial aplicado no eletrodo 
de trabalho e o tempo desta aplicação, precisam ser avaliados e otimizados. 
 
1.6 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro 
 
O diamante é um isolante elétrico, porém pode suportar campos elétricos muito 
intensos, sendo assim, um material atraente para ser utilizado em aplicações eletrônicas, 
principalmente quando se torna condutor pela introdução de portadores de carga. O boro pode 
ser incorporado ao diamante para produzir um material semicondutor e vem sendo um dos 
mais utilizados, onde os níveis de dopagem podem variar de 10 a 20000ppm (SALAZAR-
BANDA et al., 2006). As características semicondutoras fornecidas ao diamante permitiram o 
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seu uso em diferentes áreas, incluindo o desenvolvimento de eletrodos para aplicações 
eletroquímicas. O BDDE tem sido extensivamente estudado e utilizado em diversas áreas da 
eletroquímica nos últimos anos. Este fato é devido às suas propriedades favoráveis 
(LOURENCAO et al., 2020; SALAZAR-BANDA et al., 2006; SOUSA et al., 2019), como:  
 ampla janela de potencial que permite a investigação de numerosas espécies 
  eletroativas em potencias altamente catódicos ou anódicos; 
 baixa capacitância da dupla camada, juntamente com uma baixa corrente de 
  fundo, resultando em relações sinal-ruído favoráveis para uma detecção de alta 
  sensibilidade; 
 resistência à espécies adsorventes, tornando-os altamente resistentes à  
  incrustação na superfície do eletrodo que, consequentemente, aumenta a  
  estabilidade da reposta eletroquímica no BDDE; 
 cinética de transferência de carga rápida para muitos sistemas redox e, 
 estabilidade microestrutural sob condições adversas, quando comparadas à 
  maioria dos eletrodos sólidos.  
Estas características tornam o BDD um material de eletrodo muito atraente e versátil para 
aplicações analíticas. 
Cabe ressaltar que, o uso do BDDE em eletroanálise é dependente das suas 
propriedades físicas, químicas e eletrônicas. Essas propriedades são comumente afetadas pela 
quantidade e tipo de dopante, fatores morfológicos e defeitos no filme, presença de impurezas 
(carbono sp2), orientação cristalográfica e terminação de superfície (hidrogênio ou oxigênio). 
Esta terminação superficial pode ser gerada usando tratamentos eletroquímicos de redução ou 
de oxidação (OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT, 2010; SALAZAR-BANDA et al., 2006). 
Dessa forma o tratamento da superfície do BDDE pode ser catódico ou anódico. No 
tratamento catódico, ocorre a redução da água fazendo com que a superfície do eletrodo 
apresente terminações em hidrogênio, conforme evidenciado na Figura 5A. Já no tratamento 
anódico, ocorre a oxidação da água fazendo com que a superfície do eletrodo apresente 









Figura 5 - Superfície do eletrodo BDD após tratamento (A) Catódico e (B) Anódico. 
 
Fonte: (SOUZA, 2018). 
 
A terminação superficial é o fator mais complexo que pode influenciar na resposta 
eletroquímica do BDDE. Se por um lado o eletrodo constituído por terminações superficiais 
de hidrogênio apresenta caráter hidrofóbico, afinidade eletrônica negativa e alta 
condutividade, por outro, as terminações superficiais em oxigênio possuem natureza 
hidrofílica, apresenta afinidade eletrônica positiva e tem baixa condutividade (OLIVEIRA; 
OLIVEIRA-BRETT, 2010; SOUSA et al., 2019). 
A literatura relata muitos trabalhos utilizando o tratamento anódico para 
polarização do BDDE. No entanto, estudos realizados por Oliveira e Oliveira-Brett (2010), 
sobre o efeito causado pelo pré tratamento eletroquímico catódico sobre a resposta 
eletroquímica do BDDE, demonstraram, através de CV, DPV e espectroscopia de impedância 
eletroquímica, superioridade do BDDE após tratamento catódico frente à polarização anódica. 
A interação e adsorção das espécies eletroativas na superfície do BDDE pré-tratada 
catodicamente é facilitada pela maior condutividade do BDDE (maior velocidade de 
transferência de carga). O BDDE pré-tratado anodicamente é influenciado pela adsorção de 
radicais hidroxilas durante o tratamento, logo a superfície não se encontra completamente 
inerte levando uma queda na resposta (OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT, 2010). 
Os pré-tratamentos eletroquímicos adequados podem ser uma forma de obter 
propriedades de detecção mais adequadas como, por exemplo, maior intensidade do sinal, 
melhor definição do pico e/ou deslocamento benéfico do potencial redox. Dessa forma, uma 
comparação entre a resposta eletroquímica do eletrodo pre-tratado catodicamente e do 
eletrodo pré-tratado anodicamente deve ser feita a fim de obter as melhores condições para 
detecção dos analitos eletroativos no BDDE (LOURENCAO et al., 2020). 
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Dessa forma, considerando todas as propriedades abordadas, o presente trabalho 
apresenta o desenvolvimento de um método para determinação seletiva da AMI usando 

































2.1 Objetivo geral 
 
Desenvolver um método eletroanalítico simples, rápido e de baixo custo para 
determinação sensível e seletiva da AMI em amostras de urina para controle de doping 
usando BDDE. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Investigar o comportamento eletroquímico da AMI no BDDE em diferentes 
eletrólitos e pH por CV; 
 Escolher o melhor pH e eletrólito para detectar a AMI; 
 Otimizar as técnicas voltamétricas pulsadas, DPV e SWV, a fim de escolher a 
melhor técnica para determinação da AMI; 
 Otimizar os parâmetros analíticos como, limite de detecção (LOD), limite de 
quantificação (LOQ), linearidade,  reprodutibilidade e repetibilidade para 
determinação da AMI; 
 Realizar estudos de adição e recuperação para avaliar os efeitos de matriz, 
bem como investigar os possíveis interferentes nas amostras de urina; 
 Determinar o número de elétrons envolvidos nas reações da AMI utilizando 
BDDE e investigar os respectivos mecanismos. 
 Aplicar o método desenvolvido em amostras reais de urina. 










3 PARTE EXPERIMENTAL 
 
3.1 Reagentes e soluções 
 
Os reagentes utilizados no preparo das soluções de analitos e eletrólitos suporte 
foram de grau analítico com pureza superior a 99 %. As soluções foram preparadas utilizando 
água deionizada obtida pelo sistema de purificação Mili-Q plus (Millipore), cuja resistividade 
-Aldrich (Lancashire, Reino 
Unido). A solução estoque de AMI a 10-2 mol L-1 foi preparada em metanol de grau HPLC e 
então diluída nos eletrólitos de suporte estudados neste trabalho. 
O estudo de pH entre 2 a 12 foi conduzido em soluções tampão B-R, conforme 
procedimento de preparação descrito por Fatibello-Filho (2016) para obtenção de uma força 
iônica (0,1 M) constante em todos pHs avaliados. Os reagentes utilizados na preparação deste 
tampão foram ácido acético, ácido bórico e ácido fosfórico adquiridos da Merck (Rio de 
Janeiro, Brasil) e o pH foi ajustado pela adição de uma solução de 1,0 mol L-1 de hidróxido de 
sódio ou ácido clorídrico da Vetec (Duque de Caxias, Brasil). Outros reagentes para o estudo 
de eletrólito foram utilizados: ácido sulfúrico e ácido clorídrico da Dinâmica® (Diadema, 
Brasil). Ainda o ácido sulfúrico foi utilizado para tratamento e limpeza do BDDE. 
Os estudos de interferência foram realizados na presença de acido ascórbico (AA) 
e ácido úrico (AU), ambos da Sigma-Aldrich (Lancashire, Reino Unido). Os padrões AA e 
AU foram diluídos no eletrólito otimizado em concentrações de 1,0 a 1000 vezes maiores do 
que as soluções de AMI.  
As amostras de urina humana foram coletadas de voluntários saudáveis em frasco 
coletor universal estéril e analisadas dentro de até 2 horas após coleta. Os frascos com as 
amostras foram envoltos de papel alumínio para evitar qualquer reação sensível à luz dos 
componentes da urina.   Os voluntários não fizeram uso da AMI ou de qualquer outra 
medicação e nenhum procedimento adicional foi necessário. As urinas coletadas foram 
diluídas 10 vezes em eletrólito suporte otimizado para detecção pelo método proposto e 
utilizadas para estudos de adição e recuperação da AMI. 
Um gás de nitrogênio puro foi borbulhado em todas as soluções estudadas por 5 






 As medições eletroquímicas foram realizadas em um 
potenciostato/galvanostato PGSTAT 101 da Autolab (Eco Chemie, Holanda) (Figura 6) 
acoplado a um computador e controlado pelo software NOVA 2.1.  
 





Os estudos voltamétricos foram realizados em uma célula eletroquímica contendo 
três eletrodos (Figura 7A), cujo compartimento tinha capacidade de volume de dois 
mililitros. Um eletrodo de Ag/AgCl (KCl sat ) (Figura 7A-a) e um fio de platina (Figura 7A-b) 
foram usados como eletrodos de referência e auxiliar, respectivamente. O eletrodo de trabalho 
utilizado foi uma placa (1 cm x 1 cm) contendo um filme de diamante dopado com boro com 
nível de dopagem de 8000 ppm (NeoCoat SA, La Chauxde-Fonds, Suíça) (Figura 7A-c).  A 
área de trabalho do eletrodo (0,13 cm2) foi definida pressionando a placa de diamante dopado 
com boro contra um O-ring (diâmetro de 0,4 cm de borracha adequada colocada em um 
orifício no fundo da célula). O contato elétrico do eletrodo de trabalho foi feito através de uma 
placa de cobre (Figura 7A-d). O eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro pode ser 
melhor visualizado na Figura 7 B, assim como a morfologia de sua superfície obtida por 








Figura 7 - (A) Célula eletroquímica utilizada nos estudos contendo a) eletrodo de referência, b) eletrodo 
auxiliar, c) eletrodo de trabalho e d) placa de cobre. (B) Visualização do tamanho real da placa de BDDE em 
comparação a uma moeda. (C) Imagem obtida MEV da morfologia da superfície do BDDE usado neste trabalho.  
 
 
Fonte: (A) (TEÓFILO, 2018).  
           (B) e (C): próprio autor. 
 
A morfologia superficial do BDDE foi examinada usando um microscópio 
eletrônico de varredura da TESCAN modelo VEGA3 LMH (República Tcheca). 
As análises dos produtos de eletrólise usados para determinação do mecanismo de 
oxirredução proposto neste trabalho foram realizadas por espectroscopia no infravermelho 
com transformada de Fourier (FTIR) em um espectrômetro da Varian modelo 640-IR.  
 
3.3 Detecção eletroquímica 
 
O comportamento eletroquímico da AMI em BDDE foi inicialmente investigado 
por CV em pH 2 a 12 utilizando o tampão B-R. Definido o pH que apresentava melhor sinal 
analítico, outros eletrólitos suporte foram testados e comparados. Foram também utilizadas 
soluções de ácido clorídrico e ácido sulfúrico.  
Foi avaliado o efeito da ativação eletroquímica prévia da superfície do BDDE, 
cujo pré-tratamento catódico e anódico foram realizados. O BDDE foi pré-tratado 
catodicamente aplicando +0,001 A por 120 s e, em seguida, aplicou-  360 s em 
0,5 mol L-1 H2SO4. Para o tratamento anódico, o inverso foi realizado, aplicando 
 s seguido por +0,001 A por 120 s (SALAZAR-BANDA et 
al., 2010). O melhor pré-tratamento foi escolhido em função da melhor resposta eletroquímica 
para detecção da AMI, considerando a sensibilidade e estabilidade do sinal obtido. O pré-
tratamento do BDDE foi realizado antes do início de cada análise.  
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Para o comportamento eletroquímico da AMI em regiões mais catódicas foi 
utilizado um GCE modificado com filme de mercúrio. A superfície do GCE foi polida com 
alumina, lavada e sonificada por 60 segundos em metanol. O mercúrio foi depositado a partir 
de solução de Hg (II) 1,0 x 10-6 mol L-1 em tampão B-R 0,1 mol L-1  pH 2 aplicando-se as 
seguintes condições: Potencial de deposição = - 1,0 V e tempo de deposição = 60 s.  
Os parâmetros SWCSV foram otimizados para detecção de AMI estudando a 
variação da amplitude de 10 100 mV, escada de potencial (step) de 2 12 mV, frequência de 
10 100 Hz, potencial de acumulação de 1,2 2,2 V e tempo de acumulação de 0 60 s. 
As medidas voltamétricas foram realizadas em soluções desaeradas através de 
borbulhamento de gás nitrogênio por 5 min antes das análises por CV. 
 
3.4 Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade 
 
Os estudos de repetibilidade e reprodutibilidade foram realizados usando três 
BDDEs diferentes, nos quais dez (N= 10) voltamogramas consecutivos de soluções padrão 
AMI foram registrados por SWCSV sem pré-tratamento do eletrodo de trabalho entre as 
medições. Os desvios padrão relativos (DPR) obtidos das correntes de pico de AMI foram 
calculados conforme a Equação 1: 
DPR                                                                                                          (1) 
onde s é o desvio padrão e  é a média das correntes de pico apresentadas em cada análise.  
O mesmo BDDE também foi avaliado em dias diferentes com pré-tratamento 
catódico e anódico entre as medições (N = 10). O DPR também foi calculado para as 
correntes de pico da AMI.  
 
3.5 Estudo de linearidade e sensibilidade 
 
A curva analítica foi avaliada em triplicata para determinação da AMI após todas 
as otimizações dos parâmetros da SWCSV.  A sensibilidade da metodologia foi obtida pela 
inclinação da regressão linear da curva de calibração analítica, sendo a partir desse valor 
realizado o cálculo do LOD e LOQ, conforme Equações 2 e 3, respectivamente.  
                                                                                                        (2) 
                                                                                                       (3) 
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onde Sb é o desvio padrão do branco e m é o coeficiente angular da regressão obtida da curva 
analítica. 
 
3.6 Estudos de adição e recuperação 
 
Estudos de adição e recuperação foram realizados para determinação da AMI em 
amostras de urina. Volumes conhecidos de amostras padrão foram preparados em 
concentrações crescentes e adicionados às amostras de urina previamente diluídas no 
eletrólito suporte selecionado (10 vezes). Cada uma das soluções foi preparada e analisada em 
triplicata. A taxa de recuperação foi calculada a partir das correntes de pico geradas conforme 
equação abaixo:  
                                                                             (4) 
onde Ad é a concentração da amostra dopada, A é a concentração da amostra e PA é a 
concentração do padrão que foi adicionada na amostra. 
 
3.7 Cálculo do número de elétrons 
 
A fim de propor um mecanismo de oxirredução para todos os processos 
eletroquímicos da AMI apresentados no BDDE, foi investigada a relação do número de 
elétrons e prótons envolvidos em cada processo redox. O número de elétrons foi calculado 
usando curvas de Tafel corrigidas para transporte de massa e pela técnica de SWV, onde é 
possível estimar o valor do coef
de trabalho, de acordo com a Equação 5 abaixo (FATOUROS; KRULIC, 1998): 
                                                                                                               (5) 
onde R corresponde à constante dos gases (8,314J K 1 mol 1) , T à temperatura (298,15 K), F 
é a constante de Faraday (96485 C mol 1) e W1/2 corresponde à largura do pico à meia altura, 
para o voltamograma de onda quadrada. A SWV foi realizada com parâmetros específicos: 
step de 5mV, amplitude de 30mV e frequência de 25Hz (BARD; FAULKNER, 2000; 
BRETT; BRETT, 1993). O valor da largura do pico a meia altura encontrado foi substituído 
na Equação (5). 
O gráfico de Tafel foi construído a partir de pontos obtidos na CV em baixa 
velocidade de varredura, 10 mv s-1, com comportamento linear entre o logaritmo natural da 
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corrente versus o potencial. Diante do coeficiente angular da reta, este foi substituído na 
Equação 6 abaixo: 
                                                                                                                  (6) 
onde n corresponde ao número de elétrons, R a constante dos gases, T a temperatura, b é o 
coeficiente angular da reta de Tafel,  é o coeficiente de transferência de carga obtido pela 
Equação (5), e F a constante de Faraday.  
 
3.8 Estudos de interferentes 
 
A fim de determinar AMI em amostras de urina, foram avaliados os principais 
interferentes encontrados nesta amostra biológica, o AU e AA. Dessa forma, foram analisadas 
soluções de AMI na presença de AU e AA. As interferências foram avaliadas mantendo a 
concentração de AMI constante e aumentando as concentrações de AU ou AA (de 1 até 
1000). A concentração de AU foi aumentada apenas até 100 vezes devido à sua baixa 
solubilidade no eletrólito suporte otimizado para detecção da AMI. 
 
3.9 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier  
 
Os produtos dos processos de oxidação da AMI foram analisados usando 
FTIR. Uma eletrólise de solução de AMI foi realizada (após pré-tratamento catódico) usando 
a técnica de cronoamperometria com potenciais aplicados a +1,3 V ou a +1,8 V (vs Ag/AgCl), 
ambos por três horas. Os produtos de reação obtidos foram liofilizados e analisados. Os 
espectros de FTIR foram obtidos em peletes prensados de KBr (40,0 mg de KBr anidro) 
preparados com 1,0 mg do material sólido coletado (eletrolisado e liofilizado) ou com pó de 
padrão analítico AMI. Os espectros foram registrados na faixa espectral de 400 a 4000 cm-








4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1 Comportamento eletroquímico da AMI 
 
O comportamento eletroquímico da solução de 1,0 mmol L-1 de AMI foi 
investigado por CV usando o BDDE em 0,1 mol L-1 de soluções tampão B-R na faixa de pH 
de 2,0 a 12,0 (Figura 8A), cujo estudo mostrou que os processos eletroquímicos são 
dependentes do pH. No sentido de melhorar a visualização de cada processo redox da AMI 
nesse estudo de pH, recortes dos CV foram plotados para esses processos nas Figuras 8B, 8C 
e 8D. 
 
Figura 8 - Voltamogramas obtidos por CV de 1,0 mmol L-1 AMI em soluções tampão B-R 0,1 mol L-1 com 
diferentes valores de pH no BDDE. Todos os potenciais de varreduras foram iniciados em -1,5 V na direção 
positiva para +2,2 V com uma taxa de varredura de 50 mV s-1, onde os CVs completos são mostrados em (A) e a 
inserção é um zoom dos processos redox da AMI. Para uma melhor visualização desses processos 
eletroquímicos, as linhas dos CVs foram recortadas e plotadas separadamente em torno de +0,3 V (B); +1,3V e 






Como pode ser visto na Figura 8A, devido à ampla janela de potencial estudada 
no BDDE neste estudo de pH (1,5 V a 2,2 V), as altas correntes capacitivas geradas nas 
descargas da água, tanto na sua oxidação quanto na redução, dificultaram a visualização dos 
processos faradaicos da AMI no BDDE. Dessa forma, inserido na Figura 8A, pode ser visto a 
ampliação para mostrar a região de potencial dos processos eletroquímicos do analito. É 
possível observar a formação de quatro processos. O primeiro processo, melhor visualizado 
na Figura 8B, é uma oxidação por volta de +0,3V que teve sua corrente de pico aumentada 
conforme foi aumentando o valor de pH. Esse aumento se deu do pH 2,0 ao pH 9,0, sendo 
diminuído no pH 10 e não mais aparecendo no pH 11 e 12. Ainda, pode-se observar um leve 
deslocamento dos potenciais de pico para potenciais mais negativos à medida que o pH foi 
aumentando. Posteriormente, dois processos de oxidação são visualizados, um por volta de 
+1,3V e ou outro por volta de +1,5V, conforme demonstrado na Figura 8C. Essas oxidações 
apresentaram melhores definições de pico em pH mais ácidos, quando, a partir do pH 8, não 
se consegue ter uma boa separação dos mesmos, se apresentando apenas como um pico após o 
pH 9. Nestes dois processos também há a influência do pH nos potenciais de pico, sendo estes 
deslocado para esquerda, ou seja, também no sentido de potenciais mais negativos. O quarto 
processo eletroquímico visualizado neste estudo é um processo de redução por volta de -0,3 
V, melhor representado pela Figura 8D. Neste processo, os picos apresentaram maiores 
correntes e melhores definições em baixos pH, de 2 a 5. A partir do pH 6 não é possível 
visualizar mais nenhum processo de redução ocorrendo para a AMI. Da mesma forma que os 
outros processos eletroquímicos, também há influência do pH nos potenciais de pico, sendo 
estes deslocados levemente para potenciais mais negativos com o aumento do pH. 
Devido ao objetivo de detectar a AMI em amostras de urina e sabendo que nesta 
matriz biológica há sempre a presença de dois compostos eletroativos, AA e AU, foi 
escolhido, para a detecção, um processo de redução deste composto no BDDE. Isso porque, o 
AA e AU possuem processos de oxidação bem definidos em diferentes sensores 
eletroquímicos, tal como no BDDE (LIMA et al., 2018). Deste modo, o pH 2,0 foi escolhido 
devido às correntes de pico mais altas e bem definidas para um processo de redução da AMI 
em torno de -0,3 V. O CV da AMI no BDDE em 0,1 mol L-1 solução tampão B-R em pH 2,0 









Figura 9 - CV obtido no BDDE em 0,1 mol L-1 tampão B-R pH 2,0 sem (linha preta) e com adição de 1,0 mmol 
L-1 AMI (linha vermelha). Todos os potenciais de varreduras foram iniciados em -1,5 V na direção positiva com 
uma taxa de varredura de 50 mV s-1. A inserção é um zoom para mostrar um ligeiro processo de redução da AMI 
em torno de +0,15V. 
 
 
A Figura 9 mostra cinco processos eletroquímicos para AMI no BDDE em 
solução tampão BR pH 2,0, dos quais três são processos de oxidação em torno de +0,3 V 
(Ox1), +1,3 V (Ox2) e +1,5 V (Ox3), e dois são processos de redução em torno de +0,2 V 
(Red1) (melhor notado na inserção da Figura 9 2). Outros eletrólitos 
suporte em meios mais ácidos formam também avaliados com o intuito de buscar as melhores 
condições eletrolíticas para detectar a AMI no BDDE. No entanto, em meio de ácido 
sulfúrico, em concentração superior a 0,01 mol L-1, independentemente do meio ácido, 1,0 
mmol L-1 de AMI precipitou nestas soluções. Enquanto na presença de ácido clorídrico 0,1 
mol L-1 nenhuma precipitação foi observada após a adição de 1,0 mmol L-1 de AMI. Esse 
fenômeno provavelmente ocorreu devido à precipitação de um sal da AMI com o sulfato, uma 
vez que houve precipitação também da AMI quando foi adicionada em 0,1 mol L-1 de solução 
de sulfato de sódio, mesmo em meio ácido com adição de ácido clorídrico 0,1 mol L-1. De 
qualquer forma, os voltamogramas realizados em meio de ácido clorídrico não apresentaram 
picos definidos da AMI. Assim, um outro eletrólito suporte em pH 2,0 foi avaliado, como 




Figura 10 - CVs de solução AMI 1,0 mmol L-1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 2,0 (linha preta) e tampão B-R 
0,1 mol L-1 pH 2,0 (linha vermelha) no BDDE. Taxa de varredura: 50 mV s-1. Todos os potenciais de varreduras 




A Figura 10 demostra que em pH 2,0 usando o tampão fosfato (voltamograma em 
preto) as Ip foram inferiores quando comparadas às obtidas no tampão B-R (voltamograma em 
vermelho), principalmente, para os processos Ox2 e Ox3 da AMI. No processo de interesse 
para detectar a AMI, o Red2, o tampão B-R mostrou que Ipc também foi ligeiramente superior, 
justificando sua escolha e utilização nos próximos estudos como eletrólito suporte para 
determinar esse diurético em urina. Cabe mencionar que, o primeiro processo de oxidação da 
AMI (Ox1) não foi notado em ambos eletrólitos. O motivo da ausência deste processo 
eletroquímico foi devido à menor janela de potencial avaliada no BDDE nesse estudo 
mostrado na Figura 10. O entendimento desse comportamento eletroquímico e dos demais 
processos relacionados à AMI são abordados posteriormente e a avaliação dos diferentes pré-









Figura 11 - CVs da solução de AMI a 1,0 mmol L-1 em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 2,0 após pré-tratamento 
catódico (linha preta) e anódico (linha vermelha) do BDDE. Taxa de varredura 50 mV s-1. Todos os potenciais 




Apesar do CV apresentado na Figura 11 ter sido recortado para melhor 
visualização dos processos redox da AMI, é possível notar que o potencial do início de 
varredura na CV foi realizado em um valor que -1,0 V e, nesse caso, o Ox1 é novamente 
observado no BDDE. Em relação ao comportamento eletroquímico da AMI em função dos 
pré-tratamentos do BDDE, há uma pequena diferença na Ip para os processos redox da AMI 
em Ox2 e Ox3 e uma diferença um pouca mais significativa na Ipc na Red2. Embora, o pré-
tratamento anódico tenha mostrado um maior Ipc para detectar a AMI, o pré-tratamento 
catódico do BDDE foi selecionado devido a sua melhor estabilidade da resposta, como já 
demonstrado em outros trabalhos usando este eletrodo (BRETT; BRETT, 1993; MORAES et 
al., 2017). Nesse trabalho também demonstramos, após otimização da técnica de SWV, que 
uma maior repetibilidade do sinal para detectar a AMI foi obtida usando o pré-tratamento 
catódico. A justificativa para maiores Ip para AMI no tratamento anódico do BDDE pode ser 




O estudo da taxa de varredura também foi realizado pela técnica CV com o 
objetivo de avaliar o controle do transporte de massa da AMI no BDDE referente aos 
processos redox deste analito (Figura 12). 
 
Figura 12 - CVs em diferentes velocidades -1) para 1,0 mmol L-1  de AMI em 0,1 
mol L-1  tampão BR pH 2,0 no BDDE. Todos os potenciais de varreduras foram iniciados em -1,5 V na direção 
positiva para 2,2 V. 
 
 
Como pode ser visto na Figura 12, as Ip para todos os processos eletroquímicos de 
AMI aumentam com a velocidade de varredura no BDDE, mostrando também um ligeiro 
deslocamento dos Ep. Neste estudo, as Ip para os processos redox de AMI apresentaram um 
comportamento mais linear em relação à raiz quadrada da velocidade de varredura (v 1/2) 
(Figura 13) do que em função apenas de v (Figura 14), sugerindo que esses processos 












Figura 13 - Gráfico da corrente de pico (Ip) vs raiz quadrada da velocidade de varredura (v 1/2) obtida a partir da 




Figura 14 - Gráfico da corrente de pico (Ip) vs velocidade de varredura (v) obtida a partir da Fig. 12 para os 





Conforme observado no estudo de velocidade de varredura, os coeficientes de 
correlação lineares (r2) dos gráficos Ip vs v 1/2 (Figura 13) foram melhores e todos maiores do 
que 0,99, cuja as regressões obtidas são dadas pelas seguintes equações:   
                          (7) 
                              (8) 
                          (9) 
                         (10) 
No sentido de comprovar se o transporte de massa dessas reações redox da AMI é 
realmente controlado por difusão no BDDE, foram avaliados os gráficos de log Ip vs log v dos 
CVs, (Figura 15), os quais também mostram relações lineares (r 2 > 0,99), cujas regressões 
são dadas pelas seguintes equações:  
               (11) 
               (12) 
               (13) 
               (14) 
 
Figura 15 - log v obtido a partir da Figura 12 para os processos eletroquímicos da AMI no 





Os valores dos coeficientes angulares obtidos nas regressões lineares do estudo 
entre log Ip vs log v (Figura 15) são próximos a 0,5 para todos os processos redox da AMI no 
BDDE, corroborando e indicando que esses processos eletroquímicos são todos controlados 
por difusão (BRETT; BRETT, 1993). A dependência desses processos eletroquímicos da 
AMI no BDDE foi avaliada em varreduras sucessivas neste eletrodo com diferentes janelas de 
potencial (Figura 16).  
 
Figura 16 - CVs registrados em BDDE em tampão B-R pH 2,0 com taxa de varredura: 50 mVs 1 com diferentes 
janelas de potencial em (A) de -0,5 V a +0,5 V sem (linha preta) e com adição de 1,0 mmol L-1 AMI ( linha 
vermelha) e em (B) de -0,6 V a 1,3 V para a primeira varredura (linha preta) e a segunda varredura (linha 
vermelha), além de -0,6 a 2,2 V para a primeira varredura (linha verde) e a segunda varredura (linha azul). A 
inserção é um zoom para mostrar claramente um processo de redução de AMI em torno de +0,15 V com seu 
processo redox reversível. Todas os potencias de varreduras se iniciaram em -0,5V no sentido catódico. 
 
 
Nota-se na Figura 16A que quando o CV foi realizado na janela de potencial mais 
estreita, de -0,5 a +0,5 V, nenhum processo eletroquímico foi observado para AMI no BDDE 
em tampão B-R pH 2,0, indicando uma dependência do processo Ox1 e dos processos Red1 
Red2 com outros processos redox apresentados anteriormente para esta droga na Figura 9. Por 
outro lado, a Figura 16B mostra que as Red1 e Red2 da AMI são dependentes de Ox2 e Ox3, 
respectivamente. A dependência da Red1 pode ser confirmada quando a janela de potencial 
teve o potencial de inversão na CV no Ep da Ox2, uma vez que nessa condição o produto 
oxidado neste processo é agora reduzido e notado (Red1), como pode ser melhor visualizado 
na ampliação do voltamograma em preto (para primeira varredura) na Figura 16B.  
Além disso, nessa mesma janela de potencial, a inserção da Figura 16B mostra um 
novo processo de oxidação (Ox4) em torno de +0,15 V para AMI na segunda varredura no 
BDDE (voltamograma em vermelho), indicando um processo eletroquímico reversível 
(Red1/Ox4) que está relacionado ao produto da redução gerada na Red1, visto que a Ox4 só é 
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apresentada na segunda varredura. Na ampliação da Figura 16B, este processo reversível 
(Red1/Ox4 p = 30 mV) tem suas Ip mais nítidas quando o potencial de inversão na 
CV é finalizado no Ep da Ox2 (em +1,3 V), indicando que na Ox3, provavelmente, ocorre a 
oxidação do produto gerada em Ox2, e assim, diminui a quantidade de espécies para o 
processo redox Red1/Ox4.   
Cabe destacar que a Red2 não foi observada quando a janela de potencial teve o 
potencial de inversão finalizado no Ep da Ox2, tanto para primeira quanto para segunda 
varredura da CV. Dessa forma, a dependência da Red2 pode ser relacionada ao processo Ox3, 
pois este processo somente foi exibido quando o potencial de inversão na CV foi finalizado 
após o Ox3 (voltamograma em azul da Figura 16B). É importante mencionar que, o início da 
varredura foi realizado, primeiramente, sempre em direção à região catódica, conforme 
indicado pelas setas na Figura 16B, e por isso na primeira varredura (voltamograma em verde) 
a Red2 não é apresentado, o que também confirma sua dependência de outros processos 
eletroquímicos no BDDE.  
Por fim, é preciso novamente ressaltar que, nos estudos realizados na Figura 16, 
não foi observado o primeiro processo de oxidação da AMI (Ox1) a +0,3 V no BDDE devido 
à menor janela catódica neste estudo (com potencial de inversão em -0,5 V). Desse modo, 
outras janelas de potenciais mais catódicas foram investigadas para avaliar a geração da Ox1 
usando o BDDE, bem como um GCE modificado com filme de mercúrio para verificar algum 
proce   
 
Figura 17 - (A) CVs registrados em solução 1,0 mmol L-1 AMI em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 2,0 no BDDE. 
As varreduras foram iniciadas em diferentes potenciais (E0, de -0,5 a -1,5 V) na direção positiva com uma taxa 
de varredura de 50 mV s-1. A inserção é um zoom para mostrar claramente o processo de oxidação de AMI em 
torno de +0,4 V. (B) CV obtido usando GCE com filme de mercúrio em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 2 sem (linha 





Como pode ser visto na Figura 17A, a Ox1 da AMI em +0,3 V é claramente 
notado no BDDE quando as varreduras foram iniciadas em potenciais E0 menores que -1,0 V 
(voltamograma em verde). De acordo com este estudo apresentado na Figura 17A, a primeira 
oxidação processo de AMI é dependente de algum produto gerado por outro processo de 
redução na superfície do BDDE em potenciais negativos maiores que -1,0 V. Todavia, devido 
à descarga do solvente (redução da água) no BDDE nessa faixa de potencial, não é possível 
observar um processo de redução da AMI usando este eletrodo. Por outro lado, de fato 
processos de redução da AMI já foram reportados em potenciais altamente negativos usando o 
eletrodo de mercúrio suspenso (DME  do inglês dropping mercury electrode) (MARTÍN et 
al., 1999), onde dois processos catódicos foram observados com Epc 
Ag/AgCl) em meio 0,04 M ácido bórico/borato de sódio pH 9,0. Nesse sentido, a fim de 
confirmar este comportamento eletroquímico da AMI, foi usado um GCE modificado com um 
filme de mercúrio para mimetizar a janela de potencial catódico do DME. A Figura 17B 
corrobora os resultados com o estudo anterior reportado usando o DME (MARTÍN et al., 
1999).   
Considerando todos esses processos eletroquímicos observados para AMI, o 
complexo comportamento eletroquímico desta droga não foi devidamente apresentado em 
trabalhos anteriores. Como por exemplo, usando o mesmo BDDE, dois trabalhos reportaram 
apenas um processo de oxidação em torno de +0,9 V (vs Ag/AgCl) para AMI (MORAES et 
al., 2017; PEREIRA et al., 2016). Nesses trabalhos a ampla janela de potencial do BDDE, 
notadamente na faixa catódica, não foi explorada e discutida para a detecção de AMI. Por 
outro lado, pela primeira vez, o presente trabalho mostra que a AMI possui diversos processos 
eletroquímicos no BDDE, os quais estão quase todos correlacionados. É importante 
mencionar que alguns desses processos eletroquímicos da AMI no BDDE estão sendo 
apresentados de forma inédita para essa molécula, como por exemplo, a Ox1 (em +0,3 V) e 
Red2   
Dessa forma, como apresentamos uma alteração da eletroquímica da AMI no 
BDDE com uma abordagem inovadora, avaliamos também neste trabalho uma proposta de 
mecanismo para todos esses processos de oxirredução. Inicialmente foi investigada a relação 
do número de elétrons e prótons envolvidos em cada processo redox usando os dados do 
estudo de pH mostrado na Figura 8. Esses dados foram usados para elaborar os gráficos de Ep 
vs pH para os processos redox da AMI, cujo os resultados para Ox1, Ox2, Ox3 e Red2 são  
apresentados na Figura 18.  
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Figura 18 - Gráficos da relação entre Ep vs pH no BDDE obtido a partir da Figura 8 para processos 
eletroquímicos da AMI na Ox1 (A), Ox2 (B), Ox3 (C) e Red2 (D). 
 
 
Como pode ser observado na Figura 18, o Ep para todos os processos redox de 
AMI diminuiu linearmente com o aumento do pH, mas em diferentes faixas de pH. As 
regressões lineares (Ep vs pH) obtidas (r 2 > 0,98) entre pH 2,0 e 12,0 para Ox1 (Figura 18A) e 
para Ox2 (Figura 18B) são apresentadas nas equações 15 e 16, respectivamente. 
       e                                (15) 
                                         (16) 
Devido ao processo Ox3 da AMI não ser observado após pH 7,0 em BDDE 
(Figura 8C), a faixa linear (E p vs pH) foi obtida neste caso entre pH 2,0 a 7,0 (Figura. 18C), 
cuja regressão linear (r 2  = 0,99) é mostrada na equação 17. 
                                            (17) 
Para o processo Red2 da AMI, duas faixas lineares (Ep vs pH) foram apresentadas 
(Figura 18D), (I) entre pH 2,0 e 6,0 e (II) entre pH 7,0 e 10, cujas regressões lineares foram 
obtidas com r 2 > 0,98 e são mostradas nas equações 18 e 19, respectivamente.  
(I)                                (18) 
(II)                                (19) 
Os valores dos coeficientes angulares (m) obtidos para a maioria das equações das 
regressões lineares (15,16, 17 e 19) estão próximos do valor teórico (0,0592 V/pH), sugerindo 
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pela equação de Nernst que esses processos redox envolvem o mesmo número de elétrons e 
prótons (BRETT; BRETT, 1993). Por outro lado, para o processo Red2, na primeira faixa 
linear (pH 2 a 6,0), o valor de m é próximo à metade do valor teórico (0,0592 V/ pH), 
indicando neste caso o envolvimento de dois elétrons para cada próton nesse processo de 
redução (BRETT; BRETT, 1993). 
A avalição da relação de Ep vs pH para o processo eletroquímico reversível de 
AMI (Red1/Ox4) foi também realizada, cujo estudo de pH foi refeito aplicando previamente 
um potencial de +1.3 V (Ox2) no BDDE para gerar o respectivo processo redox (Figura 19A). 
Os dados gerados neste estudo foram coletados para elaboração do gráfico de Ep vs pH 
(Figura 19B).   
 
Figura 19 - (A) Voltamogramas obtidos para AMI 1,0 mmol L-1 em tampão B-R 0,1 mol L-1 em diferentes 
valores de pH com potencial de acumulação de +1,3 V por 30s. Taxa de varredura de 50 m Vs-1. Todos os 
potenciais de varredura iniciaram em 0,4V no sentido catódico. (B) Gráfico dos potenciais de picos (Epa e Epc) da 





Como pode ser visto na Figura 19A, o processo reversível da AMI (Red1/Ox4) é 
também dependente do pH em BDDE. Vale ressaltar que, após pH 6,0, este processo 
reversível não foi observado no BDDE, conforme mostrado na Figura 19A para pH 7,0. Este 
comportamento eletroquímico também foi observado no GCE para AMI (NASCIMENTO et 
al., 2020) sugerindo que uma molécula protonada pode ser mais facilmente reduzida para 
formar este par redox reversível. Além disso, o gráfico de Ep vs pH (Figura 19B) apresentou 
uma faixa linear (r 2 > 0,99) entre pH 2,0 e 6,0 para o Red1/Ox4, ambos com m (V pH 1 ) 
semelhantes: para EpaOx4 = 0,032 ( ± 0,001) e para EpcRed1 = 0,034 (± 0,002), indicando que 
este processo reversível envolve dois elétrons para cada próton. Como esse processo ainda 
não estava bem definido anteriormente, apresentamos também o seu estudo de velocidade de 
54 
 
varredura (Figura 20) no BDDE, usando, da mesma forma anterior, um potencial de 
acumulação em +1.3 V (Ox2) para gerar os produtos a serem reduzidos (Red1) e, 
posteriormente, oxidados (Ox4) na superfície desse eletrodo. 
 
Figura 20 - (A) Voltamogramas obtidos para AMI 1,0 mmol L-1 em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 2,0 em 
diferentes velocidades de varredura com potencial de acumulação de +1,3 V por 30s. (B) Gráfico da corrente de 




De acordo com o estudo de velocidade de varredura apresentado na Figura 20, a 
relação linear obtida entre Ip vs v1/2 sugerem que o processo reversível é controlado por difusão 
no BDDE. Dessa forma, o número de elétrons foi estimado em 2,0 (dois) para este processo 
eletroquímico, baseando esse cálculo na relação teórica apresentada na equação 20 (BARD; 
FAULKNER, 2000). 
                                                                   (20) 
Com base em todos os resultados obtidos para o comportamento eletroquímico da 
AMI no BDDE, os mecanismos de reação foram propostos para todos os processos 
apresentados deste diurético (Esquemas 1, Esquema 2 e Esquema 3), os quais podem ser 
resumidos da seguinte forma: 
(I) Ox1: oxidação irreversível a +0,3 V do produto gerado em altos potenciais 
  negativos (Red3 e Red4); 
(II) Ox2: oxidação irreversível a +1,3 V; 
(III) Ox3: oxidação irreversível a +1,5 V; 
(IV) Red2: redução irreversível em -0,3 V do produto gerado em +1,5 V (Ox3). 
(V) Red1/Ox4: redução/oxidação reversível em + 0,12 / 0,15 V do produto gerado 




Esquema 1 . Mecanismo proposto para processos eletroquímicos da AMI, Ox2,  Ox3, e Red2 no BDDE. 
 
Como novamente mostrado no Esquema 1, a estrutura da AMI (Figura 1) consiste 
em um anel de pirazina contendo dois grupos amino, um cloro e um alquil-guanidina 
anexados. O curso da eletrooxidação de AMI é notavelmente complexo, conforme mostrado 
no Esquema 1. As espécies envolvidas no mecanismo estão principalmente relacionadas ao 
grupo guanidina, no qual a oxidação anódica das iminas geralmente ocorre com adição 
nucleofílica ao carbono da ligação dupla C = N (MASUI; OHMORI, 1973)(M'HALLA, 
1978). Portanto, o processo de oxidação (Ox2 em +1,3 V) da AMI (1) envolve a perda de um 
elétron e um próton, levando a uma reação intramolecular entre a guanidina e o grupo 
aromático de amina primário. Consequentemente, o composto bicíclico (2) é formado com 
partes de um NH2 radical como grupo de saída. Além disso, como pode ser visto no Esquema 
1, é possível a formação de outro produto (tautômero) a partir do composto (2), o que foi 
56 
 
sugerido diretamente a partir da oxidação de AMI a +1,3 V em GCE (NASCIMENTO et al., 
2020). No entanto, nesta proposta atual o produto oxidado a 1,3 V (composto 2) representa o 
tautômero quimicamente mais estável da estrutura anterior apresentada para o produto 
oxidado no GCE (NASCIMENTO et al., 2020). Além disso, de acordo com estudos 
eletroquímicos e conceitos de reações de química orgânica, esse mecanismo de reação 
anterior usando um GCE precisa ser corrigido envolvendo apenas um elétron e um próton 
transferidos. Outra correção a ser feita no mecanismo deste processo no GCE é a perda de um 
grupo amina (-NH 2 ), que não foi apresentada no mecanismo proposto anteriormente 
(NASCIMENTO et al., 2020). 
O processo de oxidação subsequente (a Ox3 em +1,5 V) é caracterizado pela 
transferência de um elétron e uma perda de um segundo radical amino com adição simultânea 
de um grupo hidroxila, resultando no composto (3). Então, o composto (4) é formado por uma 
etapa de um elétron e um próton resultante da reação de redução (Red2 em -0,3 V) do 
composto (3). Finalmente, o composto (4) pode passar por uma etapa adicional com ganho de 
mais um elétron e um próton através de um processo de redução irreversível para formar o 
composto (5), corroborando com os CVs de AMI no BDDE (Figuras 9 e 16). 
 A fim de apoiar o mecanismo eletroquímico proposto, o número de elétrons (n) 
envolvidos no processo de oxidação da AMI na Ox2 foi calculado usando curvas de Tafel 
corrigidas para transporte de massa e a técnica de SWV (FATOUROS; KRULIC, 1998). A 
Figura 21 apresenta a SWV no BDDE em solução de tampão B-R, pH 2, de onde foi 
adquirido o valor da medida da largura de pico a meia altura (W), para realizar o cálculo do 
n  do processo Ox2 da AMI no 
BDDE. 
 
Figura 21 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em solução 1,0 mmol L-1 AMI em tampão B-R 0,1 





O valor de W encontrado (0.15996V) pela Figura 21 foi substituído na Equação 
(5 . Para a 
construção da curva de Tafel, foram utilizados os primeiros dez pontos lineares obtidos da CV 
(Figura 22 A) para o processo Ox2 da AMI, usando uma baixa velocidade de varredura (10 
mV s-1). Os dados coletados foram plotados em um gráfico de potencial versus o logaritmo 
natural da corrente (Figura 22 B). 
 
Figura 22 - Voltamogramas cíclico registrados em solução 1,0 mmol L-1 AMI em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 
2,0 no BDDE. Velocidade de varredura: 10 mV s-1(A). Gráfico de Tafel para a Ox2 da AMI a + 1,3 V (B). 
 
 
A curva de Tafel apresentada na Figura 22B mostrou linearidade (r2= 0,999) com 
seguinte regressão linear: 
                                            (20) 
Onde o m da equação 20 foi substituído na equação 6 para o cálculo do n (1,3) 
envolvidos na Ox2 da AMI, cujo valor pode  ser estimado como 1,0 (um) elétron corroborando 
com mecanismo sugerido no esquema 1 para este processo eletroquímico. 
Como observado na Figura 16B, o processo reversível Red1/Ox4 é dependente do 
Ox2 da AMI e, portanto, precisa ser primeiramente reduzido do composto (2) mostrado 
no Esquema 1. Nesse sentido, o Esquema 2 propõe um mecanismo de reação para este 
processo eletroquímico. Vale ressaltar que, neste mecanismo proposto, o processo reversível 
inicia-se pelo composto 2 (produto oxidado no Ox2 em 1,3 V), que representa um tautômero 







Esquema 2 . Mecanismo proposto para o processo eletroquímico reversível Red1/Ox4 da AMI no BDDE. 
 
 
 Como pode ser observado no Esquema 2 , a etapa do mecanismo de reação é 
caracterizada pela transferência de um elétron para o nitrogênio sp 2 . O produto reduzido 
(2red) é formado após uma segunda etapa de um elétron e um próton, que na presença de 
meio ácido existe em equilíbrio rápido com um tautomérico. Um mecanismo de reação 
também foi descrito anteriormente usando um GCE para este processo reversível de 
AMI (NASCIMENTO et al., 2020). No entanto, neste trabalho anterior, o processo reversível 
em GCE começa a partir de um tautômero quimicamente menos estável do que o composto 
(2). Além disso, uma reação de ciclização é relatada neste processo reversível como uma 
reação polar, que pode ser difícil em meio ácido. Nessa condição, a maioria dos grupos amino 
são protonados e, consequentemente, devem prevenir o ataque nucleofílico no grupo 
guanidina. Diferentemente do que já havia sido proposto, foi apresentado neste trabalho 
(Esquema 2) uma reação completamente radical, que é mais consistente para uma descrição 
reversível do processo. 
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O Esquema 3 mostra o mecanismo de reação para os processos de redução da 
AMI em altos potenciais negativos (Red3 e Red4), os quais geram o produto para a oxidação 
irreversível (Ox1) a +0,3 V no BDDE. 
Esquema 3 . Mecanismo proposto para processos de redução de IAM em altos potenciais negativos no BDDE e 
a oxidação do produto gerado nesses potenciais. 
 
O Esquema 3 mostra que o processo de redução em altos potenciais para AMI é 
atribuído à redução eletroquímica dos haloaromáticos 
1978). Na primeira etapa (Red3), o composto do radical ânion é formado pela perda de um 
elétron, que leva ao radical neutro (6) após a clivagem do grupo de saída do 
cloreto. Subsequentemente, a redução adicional (Red4) envolvendo etapa de um elétron e um 
próton resulta no composto (7). Isso implica que o intermediário (6) é mais fácil de reduzir do 
que o material de partida (ANDRIEUX et al., 1979). Assim, o processo de oxidação 
irreversível Ox1 inicia a partir do radical neutro (6) por meio de uma reação envolvendo a 
perda de um elétron e adição de um grupo hidroxila, que gera o derivado fenol (8). Nesse 
sentido, pela proposta apresentada, a Ox1 da AMI é gerada pelo processo Red3 no BDDE. 
Vale destacar que, as oxidações de fenol envolvendo radicais fenoxi levam a processos de 
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acoplamento C-C a partir da substituição orto ou para conduzida por grupos de retirada de 
elétrons (EVANS; JIMENEZ; KELLY, 1984). No entanto, a presença de dois grupos 
doadores de amino e a ausência de carbono aromático não substituído dificultam ou mesmo 
impedem a ocorrência de eletrooxidação do fenol do composto (8), o que está de acordo com 
os CVs registrados no BDDE, uma vez que os processos de oxidação da AMI para Ox2 (em 
+1,3 V) e Ox3 (em +1,5 V) são independentes desta oxidação da Ox1 (em +0,3 V). 
No intuito de confirmar a proposta do mecanismo (Esquema 1, 2 e 3), os produtos 
gerados nos processos Ox2 e Ox3 foram avaliados por FTIR após uma eletrólise da solução de 
AMI no BDDE, cujos resultados são apresentados a seguir.  
 
4.2 Caracterização do mecanismo proposto por análise FTIR 
 
Os produtos dos processos Ox2 e Ox3 da AMI foram analisados usando a técnica 
de FTIR. Para tanto, foi realizada a eletrólise das soluções de AMI no BDDE pela técnica de 
cronoamperometria com potenciais aplicados a +1,3 V ou +1,8 V, ambos por 3 horas. Os 
produtos de reação obtidos foram liofilizados. Desse modo, a caracterização de FTIR dos 
produtos de eletrooxidação de AMI em +1,3 V e +1,8 V foram realizadas para confirmar as 
estruturas dos compostos (2) e (3) mostradas no Esquema 1, respectivamente.  A Figura 23 


























Figura 23 - Espectros FTIR da AMI (espectro preto) e os produtos de eletrooxidação a +1,3 V (espectro 
vermelho) e 1,8 V (espectro azul) (A). Sobreposição espectral na região do infravermelho do alongamento da 
amida (B) e do alongamento C = O (C). 
 
 
Na Figura 23, o espectro de AMI foi analisado em comparação com a literatura     
(GUMIENICZEK et al., 2018; MAZZO, 1986), cuja banda dupla entre 3690 e 3000 cm 1 é 
atribuída ao alongamento N-H de aminas primárias de grupos aromáticos e guanidina. O 
alongamento das ligações C=O é prontamente identificado pela banda intensa em 1690 
cm 1 e a deformação angular simétrica das ligações N-H em 1570 cm 1. As bandas estreitas 
entre 1510 e 1375 cm -1 estão relacionados com o alongamento C=C, e a banda em 1,625 cm-1 
com alongamento C=N. A deformação axial da ligação C-Cl é caracterizada pela banda forte 
a 720 cm 1. 
Após a eletrooxidação de AMI em +1,3 V (Ox2), vibrações semelhantes de 
carbonila e anel aromático também foram visualizados no espectro deste produto (Figura 
23A), indicando que essas porções são preservadas. No entanto, intensidades relativas mais 
baixas significativas do alongamento da banda N-H (3690 - 3000 cm 1) são observadas 
quando comparadas ao espectro do padrão inalterado da AMI  (Figura 23B). Este achado está 
de acordo com o mecanismo de eletrooxidação proposto para o composto (2) e confirma a 
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perda do grupo amino da guanidina. Além disso, a banda única de alongamento N-H sugere a 
presença de grupo amino secundário, como consequência da etapa de ciclização. 
Em relação à eletrooxidação do AMI a +1,8 V, no espectro IR do produto 
oxidado também foram observados os alongamentos C=C e C=N, juntamente com a banda 
característica de baixa intensidade do alongamento C-Cl a 720 cm 1, o que confirma a 
integridade do anel aromático. A menor intensidade relativa de deformação axial N-H é 
observada para o produto oxidado da eletrooxidação Ox3 a + 1,8 V em comparação com o 
espectro do produto da eletrooxidação Ox2 a 1,3 V (Figura 23B). Ao mesmo tempo aumentos 
significativos são observados para o alongamento C=O (Figura 23C), indicando a segunda 
etapa envolvendo a perda de outro grupo amino e a formação de outro grupo carbonila, como 
sugerido na estrutura do composto 3, corroborando com a dependência do processo Red2 com 
Ox3. 
 Assim, considerando os estudos realizados para confirmação dos produtos 
gerados pela eletrólise da AMI, o mecanismo eletroquímico proposto (Esquema 1-3) neste 
trabalho apresenta plausibilidade e pode ser usado para desenvolvimento de diferentes 
aplicações na área de eletroquímica. Uma dessas aplicações é o uso de um novo processo 
eletroquímico para uma detecção seletiva da AMI em matrizes mais complexas, como 
amostras de urina. Essa estratégia de detecção é baseada na utilização da Red2 para detecção 
da AMI no BDDE. Dessa forma, a otimização de uma técnica voltamétrica mais sensível para 
detectar esse diurético pela Red2 é apresentada a seguir. 
 
4.3 Otimização da SWCSV e dos parâmetros analíticos para determinação da AMI 
 
Como o objetivo principal deste trabalho foi a detecção de AMI na urina, a 
interferência do AU e AA foram avaliados tanto por CV em tampão BR pH 2,0 em BDDE 
(Figura 24A), quanto pela técnica de SWCSV (Figura 24B).  A justificativa desse estudo de 
interferência é devido à presença em altas concentrações desses compostos na urina humana 
(LIMA et al., 2018; MATOS et al., 2000), bem como a eletroatividade de ambos em vários 
sensores eletroquímicos, como no BDDE (GUEDES et al., 2016; LIMA et al., 2018; 






Figura 24 - (A) CVs registrados no BDDE em tampão B- R 0,1 mol L-1 pH 2 com adição de soluções padrão de 
-1 de AMI (linha azul) ou AU (linha preta) ou AA (linha vermelha). Todas as varreduras potenciais 
foram iniciadas em - 1,5 V na direção positiva com uma taxa de varredura de 50 mVs-1. (B) SWCSVs registrados 
no BDDE em tampão B- R 0,1 mol L-1 pH 2,0 para 10 µmol L-1 de AMI (linha azul), AU (linha preta) e AA 




Como esperado (LIMA et al., 2018), o AA e o AU mostram processos 
eletroquímicos de oxidação no BDDE (Figura 24A), que são praticamente sobrepostos aos 
processos de oxidação da AMI. Nesse contexto, o processo de redução (Red2
V no BDDE indica uma detecção mais seletiva desse fármaco em amostras de urina e, dessa 
forma, justifica o seu uso para uma determinação seletiva desse diurético por SWCSV, como 
pode ser visto na Figura 24B. 
Os parâmetros experimentais da técnica de SWCSV, como escada de potencial 
(step) (Figura 25A), amplitude (Figura 25B) e frequência (Figura 25C), bem como o tempo de 
acumulação (tac) (Figura 25A) e o potencial de acumulação (Eac) (Figura 26B), foram todos 













Figura 25 - Voltamogramas registrados em solução 1,0 mmol L-1 AMI em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 2,0 no 
BDDE para otimizações dos parâmetros da técnica de  SWCSV. (A) step, (B) amplitude e (C) frequência. 
 
 
Figura 26 - Voltamogramas registrados em solução 1,0 mmol L-1 AMI em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 2,0 no 




As melhores condições para cada parâmetro avaliado nas Figuras 25 e 26 são 
mostradas em destaque na inserção dessas Figuras, sendo essas baseadas em função das 
maiores e mais estáveis Ipc obtidas no Epc do Red2 da AMI. Os parâmetros otimizados para 
65 
 
determinação de AMI por SWCSV usando BDDE foram: step de 8,0 mV, amplitude de 80 
mV, frequência de 70 hz, tac de 15 s e Eac em1,8 V. No sentido de avaliar outra técnica 
voltamétrica pulsada para detectar AMI pela redissolução catódica, a voltametria de 
redissolução catódica de pulso diferencial (DPCSV, do inglês, differential pulse cathodic 
stripping voltammetry) também foi otimizada para a determinação da AMI. As melhores 
condições obtidas pela DPCSV foram: step de 12, 0 mV, amplitude de 100 mV, tempo de 
modulação de 10 ms  e intervalo de tempo de 0,1 s, mantendo os mesmos valores de tac e Eac 
previamente otimizados. Considerando as condições otimizadas para detectar a AMI por 
SWCSV ou DPCSV, a Figura 27 apresenta uma comparação das respostas eletroquímicas 
obtidas por essas técnicas no BDDE. 
 
Figura 27 -  Voltamogramas registrados em solução 1,0 mmol L-1 AMI em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 2,0 no 
BDDE para as técnicas otimizadas SWCSV (linha vermelha) step:8,0 mV, amplitude:80 mV, frequência: 70 hz, 
tac: 15 s e Eac :1,8 V; e DPCSV ( linha preta) step: 12, 0 mV, amplitude: 100 mV, tempo de modulação: 10 ms, 




Como pode ser visualizado na Figura 27, a técnica de SWCSV apresentou maior 
Ipc para redução da AMI no BDDE quando comparada ao sinal obtido pela DPCSV. Visto que 
o Red2 da AMI é caracterizado como um processo eletroquímico irreversível no BDDE, 
teoricamente a diferença da Ipc obtida pelas duas técnicas voltamétricas (SWCSV e DPCSV) 
não deveria ter sido significativa. Entretanto, como o processo Red2 da AMI não apresentou 
caraterísticas de transporte de massa por adsorção no BDDE (Figuras 12, 13 e 14), o uso de 
uma técnica de redissolução mais rápida pode ser favorável para detectar o composto gerado 
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na etapa de acumulação, antes que essa espécie difunda para seio (bulk) da solução e se 
distancie da superfície do eletrodo. Assim, a SWCSV de fato pode oferecer uma maior Ipc 
para detecção pela Red2 da AMI, uma vez que essa técnica apresenta, nas condições 
otimizadas, uma velocidade de varredura (560 mV s-1) 4,7 vezes superior à DPCSV (120 mV 
s-1).  
Dessa forma, a SWCSV foi selecionada para otimizar os parâmetros analíticos 
para determinação da AMI em urina. O primeiro parâmetro avaliado foi a curva analítica 
(Figura 28), onde a detecção da AMI foi realizada, em triplicata, para soluções padrão deste 
 L-1) em tampão B-R (pH 2,0).  
 
 
Figura 28 -  1 AMI em 0,1 mol L-1  tampão  B -R pH 2,0 no 
BDDE. Amplitude: 80 mV, frequência: 70 Hz, step: 8 mV, t ac : 15 s, E ac : 1,8 V. A inserção é o gráfico de 




Como pode ser visto na Figura 28, as Ipc da AMI são proporcionais a concentração 
deste analito, sendo obtida uma curva analítica de calibração (inserção no Figura 28) para o 
processo Red2 da AMI no BDDE (em -0,3 V) com uma ampla faixa linear de 0,5 a 55,1 
 L-1 (r2  = 0,99). A respectiva equação de regressão linear obtida é dada por: 




Considerando o desvio padrão das soluções tampão B-R pH 2,0 (branco) 
detectadas por SWCSV e a inclinação da curva analítica obtida na Figura 28, o LOD e LOQ 
 L-1  L-1, respectivamente. Como a WADA exige 
dos métodos analíticos um MRPL (mínimo LOD) de 200 ng / mL para aplicação no controle 
de dopagem de drogas diuréticas em urina humana, o LOD obtido (34 ng / mL) por SWCSV 
usando BDDE permite que o método proposto seja aplicado à análise antidopagem deste 
analito. Além disso, como pode ser visto na ampliação inserida na Figura 28, o menor sinal 
mensurável de AMI (voltamograma em preto) foi obt  L-1 (115 ng / mL), o 
qual é ainda menor que MRPL exigido pela WADA para diuréticos, como seria o caso da 
AMI.  
Os estudos de repetibilidade e reprodutibilidade do método proposto foram 
realizados usando o mesmo e três BDDEs diferentes, nos quais dez (10) voltamogramas 
consecutivos de soluções padrão AMI foram registrados por SWCSV sem pré-tratamento 
desses eletrodos de trabalho entre as medições (Figura 29 A-C). 
 
 
Figura 29 - SWCSVs registrados de 10 medições de 1,0 mmol L-1  AMI em 0,1 mol L-1  tampão B-R pH 2,0 em 
três BDDEs diferentes mostrados em (A), (B) e (C). Os parâmetros eletroquímicos foram os mesmos da Figura 





Como pode ser observado na Figura 29A-C, os Epc da Red2 da AMI praticamente 
não foram alterados usando um mesmo BDDE. Todavia, é possível notar um maior 
deslocamento do Epc quando diferentes BDDE foram usados, cujo motivo pode ser devido à 
diferença no material de dopagem desses eletrodos de trabalho ou mesmo algum problema 
nos eletrodos de referência usados nesta investigação. Esse inconveniente no deslocamento do 
Epc não apresenta um grande problema para realizar a triagem de AMI pelo método proposto, 
uma vez que esta mudança pode ser ajustada realizando uma análise prévia da solução padrão 
deste analito no BDDE. 
No que tange aos DPRs obtidos das Ipc de AMI na Red2 (Figura 29A-C), esses 
desvios foram menores que 2,0% (N = 10) para cada um dos BDDEs, indicando a 
possibilidade de reutilização do sensor eletroquímico proposto por pelo menos 10 vezes sem 
realizar nenhum pré-tratamento do eletrodo. Além disso, a Figura 29D mostra que a média 
das Ipc para Red2 da AMI usando três BDDEs diferentes apresenta uma alta reprodutibilidade 
(intereletrodo) com um DPR de 1,6% ( N  = 3). O mesmo BDDE também foi avaliado em dias 
diferentes (N  = 10) com pré-tratamento catódico  e anódico entre as medições (Figura 30), 
mostrando um DPR razoável de 4,2% ( N = 10) para Ipc da AMI quando foi usado tratamento 
catódico (Figura 30A) e um DPR de 9,5% (N = 10) quando foi usado tratamento anódico 
(Figura 30 B). Como pode ser observado na Figura 30, o pré-tratamento catódico do BDDE 
apresenta uma melhor estabilidade da resposta e, assim, uma maior repetibilidade do 
sinal.  Desse modo, a detecção de AMI pelo método proposto apresenta uma alta estabilidade 
das respostas eletroquímicas para Ipc utilizando o mesmo ou diferentes BDDEs, indicando um 
grande potencial para aplicação na triagem deste analito em urina. Os estudos dos 



















Figura 30 - SWCSVs de 1,0 mmol L-1 AMI em tampão B-R 0,1 mol L-1 pH 2,0 no mesmo BDDE em dias 
diferentes com tratamento catódico (A) e anódico (B). Os parâmetros eletroquímicos foram os mesmos da Figura 





4.4 Estudos de interferentes e adição e recuperação de AMI em amostras de urina 
 
Devido à alta concentração de AA e AU na urina (LIMA et al., 2018; MATOS et 
al., 2000), esses compostos podem ser considerados os principais interferentes para uma 
detecção eletroquímica nessas amostras. Isso porque ambos são eletroativos, sendo relatado 
um processo de oxidação irreversível para AA ou AU usando vários eletrodos de 
trabalho (ABELLÁN-LLOBREGAT et al., 2017, 2018; JUSTINO et al., 2013; MATOS et 
al., 2000), bem como no BDDE (GUEDES et al., 2016; LIMA et al., 2018; SANJUÁN et al., 
et al., 2017), o que também foi confirmado neste trabalho na Figura 24. Embora, o 
processo Red2 da AMI permita detectar seletivamente este analito sem qualquer sobreposição 
com processos de oxidação de AA e AU no BDDE, como mostrado por CV (Figura 24A) e 
por SWCSV (Figura 24B), foi também investigado a resposta eletroquímica da AMI na 













Figura 31 - Voltamogramas obtidos por SWCSV no BDDE em tampão B  R 0,1 mol L-1 pH 2,0 contendo 
apenas 10 µmol L-1 AMI antes (linhas pretas) e após a adição de diferentes razões de concentração para AMI: 
UA em (A) de 1: 1 a 1: 100; e para AMI: AA em (B) de 1: 1 a 1: 1000. Os parâmetros eletroquímicos foram os 




Como pode ser observado na Figura 31, o sinal de resposta eletroquímica do AMI 
permanece constante mesmo na presença de AU (Figura 31A) e AA (Figura 31B) em altas 
concentrações, indicando que não há interferência significativa para detecção de AMI no 
BDDE em concentrações até 100 e 1000 vezes maiores que AU e AA, respectivamente. Vale 
ressaltar que, soluções de AU em concentração maior que 100,0 µmol L-1 foram precipitadas 
no eletrólito suporte (tampão BR 0,1 M pH 2,0) e, portanto, o AU na urina em concentração 
maior que 100 vezes à da AMI não é considerado um potencial interferente para a detecção 
desta droga diurética. 
Estudos de adição e recuperação de AMI em amostra de urina humana também 
foram avaliados em voluntários saudáveis, que não ingeriram essa droga antes dessas 
análises. A Figura 32 mostra os voltamogramas obtidos por SWSCV no BDDE para uma 


















Figura 32.  SWCSVs no BDDE em tampão B-R 0,1 molL 1 pH 2,0 contendo amostras de urina (diluídas 10 
vezes) sem (linha preta) e com adição de 10 µmol L-1 AMI (linha vermelha). Os parâmetros eletroquímicos 
foram os mesmos da Figura 28 . 
 
 
Como pode ser verificado na Figura 32, a urina humana investigada não 
apresentou nenhum processo de redução em torno de -0,3 V usando um BDDE (linha preta), o 
que sugere uma detecção seletiva de AMI nesta amostra biológica usando a Red2 deste 
analito. Além disso, a adição de soluções padrão de AMI em amostras de urina humana 
apresentou ótimas recuperações, as quais foram próximas a 100%, conforme mostrado 
na Tabela 1, indicando ausência de efeito de matriz para detecção de AMI pelo método 
proposto.  
 
Tabela 1 - Estudos de adição e recuperação da AMI em amostras de urina utilizando o método proposto. 
 
Adicionado 
 ( mol L-1) 
Esperado 
 ( mol L-1) 
Encontrado 
 ( mol L-1) 
Recuperação 
 (%) 
0.0 0.0 0.0 -- 
10.0 10.0 9.89 (±0.2) 98.9 
25.0 25.0 25.3 (±0.2) 101.0 





A ausência de efeito de matriz permite fazer a determinação da AMI a partir da 
curva de calibração externa, não sendo necessário fazer uma calibração de adição de padrão 
para a quantificação do medicamento. Isso garante uma maior agilidade nas análises tornando 
o método mais rápido. 
Vale ressaltar que a quantidade de AMI inalterado na urina pode ser encontrada 
forma (PERALTA; FERNÁNDEZ; MASI, 2011). Desse modo, mesmo considerando uma 
diluição de 10 vezes para as amostras de urina, o sinal mensurável para detecção de AMI pelo 
 L-1 , ampliação mostrada na Figura 28) é baixo o suficiente para 
possibilitar sua aplicação no controle de dopagem deste diurético. Além disso, conforme 
mencionado, o LOD obtido pelo método proposto está dentro dos MRPLs exigidos pela 
WADA para a determinação de diuréticos (WADA, 2019) como a AMI. 
 
4.5 Comparações dos métodos eletroanalíticos para determinação de AMI 
 
A Tabela 2 mostra uma comparação dos principais parâmetros analíticos obtidos 
































Tabela 2 - Comparação dos métodos eletroanalíticos relatados para determinação de AMI com o método 
proposto. 




Amostra  Referência 
DPP DME 24-80 - Farmacêutica  (MARTÍN 
et al., 1999) 
DPAdCSV HMDE 25- 2.5x102 10 Farmacêutica  (EL-
HEFNAWY 
et al., 2004) 













DPV GCE 9.90-90.9  5.19 Biológica  (NASCIME












DPV CPE 2.6-18.4 1.13 Farmacêutica  (ZAYED; 
ARIDA, 
2013) 







SWV BDDE 8.7-125 0.09 Farmacêutica (MORAES 
et al., 2017) 
BIA-MPA BDDE 13.1- 697.8 0.57 Farmacêutica (PEREIRA 
et al., 2016) 
SWCSV BDDE 0.5-55.1 0.15 Biológica  Presente 
trabalho 
Polarografia de pulso diferencial (DPP- do inglês differential pulse polarography); eletrodo de mercúrio 
suspenso (DME  do inglês dropping mercury electrode); voltametria de redissolução catódica adsortiva de 
pulso diferencial (DPAdCSV- do inglês differential-pulse adsorptive cathodic stripping voltammetry); 
voltametria de redissolução catódica adsortiva de  onda quadadra (SWAdCSV- do inglês square-wave adsorptive 
cathodic stripping voltammetry); voltametria de redissolução adsortiva de pulso diferencial (AdSDPV  do 
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inglês adsorptive stripping differential pulse voltammetry); eletrodo de carbono vítreo modificado de filme de 
nanotubo-nanocompósito de Nafion-carbono (NAF-CNT-GCE- do inglês Nafion carbon nanotube-nano-
composite film modified glassy carbon electrode; voltametria de pulso diferencial (DPV- do inglês  Differential 
pulse voltammetry); Eletrodo de grafite lapiseira modificado com ds-DNA (Ds-DNA-PGE- do inglês ds-DNA-
modified pencil graphite electrode);  eletrodo de pasta de carbono (CPE - do inglês carbon paste electrode); 
eletrodo de carbono impresso (SPE - do inglês screen-printed carbon electrode); voltametria de onda quadrada 
(SWV  do inglês square wave voltammetry); análise de injeção em lote com amperometria de pulso múltiplo 
(BIA-MPA  do inglês batch injection analysis system with multiple pulse amperometric) 
 
Conforme mostrado na Tabela 2, o método proposto exibe um LOD semelhante 
ou inferior aos reportados por alguns métodos eletroanalíticos, como no caso da utilização de 
sensores baseados em SPE, CPE e GCE. O menor LOD para detecção de AMI foi alcançado 
usando um eletrodo de mercúrio de trabalho com técnica de SWAdCSV (HAMMAM, 2004). 
No entanto, devido à toxicidade do mercúrio, o uso deste sensor como eletrodo de trabalho 
apresenta uma desvantagem ambiental. Um GCE modificado com nanotubos de carbono e 
nafion também apresenta um LOD inferior ao do sensor eletroquímico proposto. No entanto, 
o uso de um BDDE para aplicação no controle de dopagem pode ser mais atraente para a 
determinação de AMI devido à sua simplicidade e possibilidade de reutilização. Embora um 
sensor eletroquímico mais simples baseado em eletrodo impressos (SPE) descartáveis também 
seja relatado (Tabela 2) com uma boa sensibilidade para detecção de AMI, esses sensores 
geralmente não podem ser reutilizados e ainda são relativamente caros para uma aplicação em 
análises de rotina. Por outro lado, recentemente, estão sendo comercializados SPEs com 
eletrodos de trabalho baseados em um filme BDD, o que possibilita a reprodução do presente 
trabalho para um sistema de detecção eletroquímico de baixo custo com maior portabilidade e 
simplicidade de aplicação na triagem da AMI em urina. 
Como também pode ser visto na Tabela 2, outros eletrodos de trabalho baseados 
em BDD foram relatados para detectar AMI (MORAES et al., 2017; PEREIRA et al., 2016). 
No entanto, esses relatórios têm usado diferentes técnicas eletroanalíticas, como 
SWV (MORAES et al., 2017), e análise de injeção em lote com amperometria de pulso 
múltiplo (BIA-MPA) (PEREIRA et al., 2016).  Além disso, outros processos eletroquímicos 
foram utilizados por esses métodos para detecção de AMI no BDDE, os quais apresentaram 








O presente trabalho apresentou, pela primeira vez, um completo estudo do 
comportamento eletroquímico da AMI, mostrando diferentes processos redox no BDDE. O 
produto gerado pelos processos de oxidação da AMI foram avaliados por técnicas de FTIR, 
sendo possível propor um mecanismo de reação para todos os processos redox deste diurético. 
Um processo de redução ainda não relatado para AMI foi demostrado neste trabalho, 
permitindo a detecção seletiva e sensível desse diurético em amostras de urina por SWCSV. O 
desempenho analítico do método proposto proporcionou uma análise de triagem atraente com 
baixo LOD (0,15 µmol L-1), alta reprodutibilidade e baixo custo para aplicação no controle de 
dopagem de AMI em amostras de urina. Portanto, o uso do BDDE com detecção por SWCSV 
demonstra ser uma alternativa, simples, sensível e seletiva para auxiliar exames antidoping da 
AMI, fornecendo uma identificação e quantificação preliminar deste diurético em urina 
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